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INTRODUCERE

Reducerea consumurilor energetice- in procesele chimice reprezintd una din
preocupdrile primordiale ale ingineriei chimice si utilizarea de catalizatori cu eficientd si
specificitate din ce In ce mai ridicatd reprezintd o cale importanta pentru atingerea acestui
obiectiv. In aceste conditii a fost normal ca atentia chimistilor organicieni sa fie indreptata
si asupra enzimelor, a cdror extraordinard putere cataliticd a fost recunoscutd inca din
secolul trecut. Enzimele, care sunt biocatalizatori de natura proteica, actioneazi in medii
apoase neutre si la temperatura ambiantd, reusind s intermedieze desfasurarea unor reactii
de o complexitate formidabild. Dupa ce progresele inregistrate in domeniul biotehnologiei
au facut posibila obtinerea unui numar mare de enzime la un pret accesibil, utilizarea lor
drept catalizatori In sinteze organice a cunoscut o dezvoltare exploziva si la ora actuala se
estimeaza ci au fost publicate peste 8000 de lucrari stiintifice in acest domeniu. Realizarea
unor procese industriale competitive cu cele clasice mai necesité insi o serie de eforturi si
in primul rdnd Intelegerea bazelor chimice ale catalizei enzimatice.

Tehnologiile care utilizeazd enzime pot fi incluse in ramura biotehnologiilor,
intrucat utilizarea deliberatd a capacitdtii catalitice a enzimelor reprezinta esenta oricirei
biotehnologii, de la cele mai simple care cuprind transformari biochimice sub actiunea
unei singure enzime, pana la cele complexe care se realizeaza prin tehnici de inginerie
genetica (figura 1).

enzime microbiene
Fermentative
metaboliti de naturd microbiana

BIOTEHNOLOGI procese de transformare

/

Procedee biocatalitice pe bazéd de enzime
Inginerie genetica

Figura 1. Locul tehnologiilor pe baza de enzime 1n cadrul biotehnologiilor

Tehnologiile fermentative clasice constau in cultivarea unor microorganisme:
bacterii, drojdii, ciuperci, pe medii nutritive potrivite care reprezintd substratul pentru
metabolismul acestora. In functie de scopul urmirit, avem patru tipuri de asemenea
procese:

- procese care produc celule microbiene sau biomasa

- procese care produc enzime microbiene

- procese care realizeaza metaboliti de naturd microbiana

- procese de transformare, care realizeazd modificarea unui compus chimic
introdus 1n mediul de cultura.

BUPT



Tehnologiile enzimatice ar putea fi considerate derivate din acesta ultima categorie,
intrucat realizeaza transformarea chimica a unor substante utilizdnd potentialul biocatalitic
al enzimelor. Insa realizarea unor asemenea reactii direct in mediul de culturd este
anevoioasa din cel putin doud motive: '

- procesul este insotit de obtinerea unei cantititi insemnate de biomasa, iar
concentratia produsului dorit este micé, ceea ce face dificild separarea sa;

- in general microorganismele produc o serie Intreagd de enzime, chiar in conditii
de culturd controlate, ceea ce face posibila aparitia unor reactii secundare nedorite.

Din aceste motive s-au dezvoltat tehnologiile bazate pe izolarea enzimelor din
medii de culturd microbiene, dar si din tesuturi vegetale si animale si pe utilizarea lor “in
vitro”.

Cea mai importanta proprietate a enzimelor din punctul de vedere al capacititii lor
biocatalitice este specificitatea, care poate fi de urmatoarele doud tipuri: specificitate de
reactie si specificitate de substrat (figura 2).

oxidoreductaze
transferaze

De reactie hidrolaze

' liaze
izomeraze

SPECIFICITATFA *NZIMXLOR ligaze
\\ absoluta de substrat

De substrat ~bsol-ta d~ ~—~

relativa de grup

stereochimica

Figura 2. Specificitatea enzimelor

Pe baza specificitatii de reactie, enzimele se Impart 1n cele 6 clase cunoscute.
Specificitatea de substrat, la rdndul ei, poate fi:

- specificitate absolutd de substrat, ¢are se manifestd fatd de un singur compus
chimic; :

- specificitate absolutd de grup, care se manifestd fatid de un anumit tip de legétura
si 0 anumiti grupare de atomi;

- specificitate relativid de grup (numita si slaba specificitate de substrat), care se
manifesta numai fatd de un anumit tip de legaturi;

- specificitate stereochimica, ce se manifesta fata de unul din izomerii optici ai unor
compusi ce contin centre de asimetrie.

In acest sens trebuie mentionat ci majoritatea reactiilor catalizate de enzime in
organismele vii sunt enantiospecifice. Enantiospecificitatea poate si se manifeste
concomitent cu oricare dintre celelalte trei tipuri de specificitate de substrat.

Dintre cele peste 2500 de enzime cunoscute si clasificate la aceasta ord, doar un
numar relativ mic au fost investigate in vederea utilizérii cu rol catalitic in sinteze chimice
organice. Mai mult de jumatate dintre aceste utilizdri sunt datorate unor enzime din clasa
hidrolazelor, urmate de oxidoreductaze. O serie dintre aceste enzime s-au dovedit a fi,
datoritd specificitatii de substrat reduse pe ecare o manifesta, catalizatori eficienti pentru
transformarea unui mare numar de compusi. .
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Dezvoltarea extraordinard a acestui domeniu in ultima perioada fost stimulata de
doui descoperiri esentiale:

- mentinerea activitdtii pentru o serie de enzime in sisteme bifazice api-solvent
organic i chiar in medii organice practic anhidre, contindnd doar urme de apa, descoperire
ce se datoreazd in mare masurd cercetdrilor de pionierat ale Profesorului Alexander M.
Klibanov de la Massachusetts Institute of Technology din Statele Unite ale Americii. Desi
in mod conventional s-a considerat cd enzimele au nevoie de apa pentru exercitarea
activitdtii catalitice, intrucdt apa participa, direct sau indirect, la toate interactiunile
necovalente care mentin conformatia cataliticd activd a enzimei, practica a aritat c aceasta
cantitate de apa necesard poate fi extrem de mica. In esentd, enzima are probabil nevoie
pentru mentinerea conformatiei catalitic active doar de un strat foarte subtire, chiar
monomolecular, de molecule de apa dispus in jurul macromoleculei enzimatice.

- manifestarea stereoselectivitatit enzimelor §i asupra unor substraturi total diferite
de cele ale caror transformari le catalizeaza in mod uzual.

Aceste descoperiri au permis extinderea biocatalizei la un numar foarte mare de
reactii de sintezd find organica, astfel incat la ora actuald au fost sau sunt pe cale de a fi
sintetizate, chiar la nivel industrial, o serie de produse natural-identice, farmaceutice sau
agrochimice de mare valoare a caror obtinere pe céile de sinteza clasice este de multe ori
extrem de anevoioasa.

Dezvoltarea cunostintelor despre structura enzimelor a fost de asemenea foarte
spectaculoasd, datoritd progreselor inregistrate In domeniile biologiei si biochimiei, ceea ce
in unele cazuri a facut posibilda cunoasterea chiar a structurii si conformatiei centrului
catalitic activ al enzimei.

Din punct de vedere al utilizarii capacitétii biocatalitice a enzimelor, un rol foarte
important are sistemul de reactie folosit. Sistemele posibile de reactii biocatalitice sunt in
principiu de trei tipuri (figura 3):

faza 1. Solutie apoasa a enzimei

Bifazice
faza 2. Substratul organic ca atare sau
dizolvat intr-un solvent
enzime libere
Sisteme dereactie /______  Solventi organici cu ~__, enzime solubilizate prin
biocatalitice continut redus de apa modificare chimica

enzime incluse in
micelii inverse

Apoase sau organice
cu enzime imobilizate

Figura 3. Tipuri de sisteme de reactie biocatalitice
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a. Sisteme de reactie bifazice lichid-lichid, in care substratul insolubil in api
dizolvat intr-un solvent organic, sau substratul lichid Insusi, este amestecat cu o solutie
apoasa de enzima. Drept rezultat, sistemul se scindeaza in doud faze §i enzima ramaéne in
faza apoasd sau include doar concentratii mici ale speciilor organice nepolare.

b. Sisteme de reactie in solventi organici, in care enzima este fie suspendata, fie
solubilizata prin includere intr-un miceliu invers sau prin cresterea caracterului hidrofob al
proteinei enzimatice prin modificare chimica. Asadar aceste sisteme vor fi monofazice
(omogene) sau bifazice lichid-solid.

c. Sisteme de reactie cu enzime imobilizate pe suporturi insolubile, care au fost
testate atat in mediu apos cat si in mediu de solventi organici, catalizatorul reprezentand in
aceste cazuri intotdeauna o fazid distincta in amestecul de reactie. Aceste sisteme vor fi
deci, dupi caz, bi- sau trifazice.

Este evident ca stabilirea sistemului de reactie optim trebuie facutd pentru fiecare
caz in parte, iar ingineria unor asemenea procese reprezintd o problema extrem de
complexd, care Incd in multe situatii constituie principalul obstacol in calea utilizarii
industriale a procedeelor biocatalitice.

Interesul pentru utilizarea enzimelor drept biocatalizatori a crescut foarte mult in
ultimii ani. Reactiile catalizate de enzime sunt foarte specifice iar reactiile secundare sunt
practic neglijabile. In cazul unor enzime care prezinti o specificitate de substrat foarte
strictd, pot fi realizate reactii regio- si stereoselective. Reactiile chimice obisnuite, pentru a
putea fi realizate In mod eficient, necesita adeseori temperaturi sau presiuni inalte, in timp
ce cu ajutorul enzimelor aceleasi procese pot fi infaptuite in conditii blande. In afara de
aceasta, utilizarea enzimelor este recomandatd si din considerente toxicologice si de
protectie a mediului, comparativ cu procesele chimice uzuale.

Lipaza este o enzimd care, conform clasificarii adoptate pe baza recomandarilor
Comisiei de Enzimologie a Uniunii Internationale de Biochimie, face parte din clasa
hidrolazelor, subclasa ester-hidrolazelor si sub-subclasa carboxil-ester-hidrolazelor, avand
denumirea sistemicd triacilglicerol acil-hidrolazd si codul -E.C. 3.1.1.3. Ea are rolul
biologic de a hidroliza legaturile esterice ale trigliceridelor. S-a demonstrat insa ca lipazele
pot indeplini rol catalitic §i intr-o serie de alte reactii, cum ar fi esterificéri, transesterificari,
aminolize, bineinteles in conditii de reactie corespunzatoare. Reactiile catalizate de lipaze
au o serie de perspective de aplicare industriald dincolo de hidroliza grasimilor si uleiurilor
la sinteza esterilor, modificarea grasimilor si uleiurilor prin transesterificare, obtinerea unor
compusi optic activi si altele. Lipazele fac parte la ora actuald dintre enzimele a céror
utilizare va putea revolutiona In urmatorii ani chimia i tehnologia organica.

Cercetarile care fac obiectul prezentei teze se incadreaza in tematica de cercetare
abordatd in ultimii 15 ani in cadrul Colectivului de Catalizi de la Institutul de Energetica
Chimicd i Biochimicd, devenit din 1991 Laboratorul de Sinteze Organice Fine si
Biotehnologii din cadrul Institutului de Stiinte Chimice si Tehnologice Timisoara, iar din
anul 1996 Colectivul de Biocataliza de la Institutul de Electrochimie Timisoara. Acest
colectiv, care a fost infiintat de Prof. Dr. Radu Bacaloglu, a avut un rol de pionierat in
domeniul biocatalizei in tara noastrd. Cu toate deficientele generate de lipsa unor metode
moderne de investigare analitica §i structurald atit de importante in acest domeniu, el a
reusit sa obtina rezultate notabile, cum ar fi realizarea primei tehnologii omologate pe baza
de enzime din Romania.

Toate aceste cercetdri au fost realizate cu ajutorul unui numdir important de
colaboratori de diverse specialitati si doresc sd fie doar un pas in directia cunoagsterii si
utilizarii extraordinarei capacititi biocatalitice a enzimelor lipolitice.
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PARTEA 1. Studiu documentar despre lipaze si reactii
catalizate de lipaze

1. Obtinerea, purificarea si caracterizarea lipazelor

Lipazele (E.C. 3.1.1.3) sunt enzime care fac parte din clasa hidrolazelor, avand un
rol important In metabolismul grasimilor. Ele hidrolizeaza grasimi si uleiuri cu formare de
acizi grasi liberi, gliceride partiale si glicerina.

Trebuie aritat insa ca exista destule confuzii cu privire la semnificatia exactd a
termenilor de lipaza si esterazd, intrucat ambele hidrolizeaza legaturile esterice ale acizilor
carboxilici. Confuzia provine si din faptul ca multi cercetdtori au utilizat enzime
nepurificate care contineau probabil si lipazd i esterazd, sau au folosit substraturi
neemulsionate sau chiar solubile.

Conform nomenclaturii adoptate de Uniunea Internationald de Biochimie, lipaza
catalizeaza reactia [1]: .

triglicerida + H,O ———  diglicerida + acid gras

Aceasta definitie nu este completd din mai multe motive:

- reactia de hidrolizd poate continua pand la obtinerea de monogliceride si chiar
glicerina.

- nu tine cont de faptul ca lipaza poate hidroliza si esteri ai acizilor carboxilici
inferiori cu glicerina sau esteri ai acizilor grasi cu alti alcooli.

Unii cercetdtori considera cd deosebirea esentiald dintre lipaze i esteraze consta in
starea fizicd a substratului asupra cdruia actioneazd. Astfel, esterazele pot hidroliza
substraturi solubile sau dispersate total, iar lipazele nu. De aceea s-a propus de catre Wills
si Jensen sd se defineascd lipazele drept enzime care hidrolizeazi esterii la o interfata de tip
ulei-apd, intr-un mediu insolubil sau eterogen.

Trebuie mentionat si faptul cd s-a demonstrat ci lipazele pot indeplini un rol
catalitic intr-o serie de alte reactii cum ar fi esterificari, transesterificari, aminolize, ceea ce
poate fi de mare importanta practic, asa cum.se va arita mai departe.

Dupa provenienta lor, lipazele se pot clasifica in [2]:

- lipaze de origine microbiana

- lipaze din plante

- lipaze din lapte

- lipaze pancreatice

- lipoprotein-lipaze

- lipaze hormon-senzitive

Dintre acestea, importantd pentru utilizarea drept biocatalizatori prezinti lipazele
microbiene si pancreatice [309].

1.1. Obtinerea lipazelor din culturi microbiene

Lipaze microbiene sunt produse de o serie de specii de bacterii, ciuperci (fungi) si
drojdii. Cele mai importante microorganisme producitoare de lipazd, impreund cu
activitatile lipazice maxime obtinute in mediile de culturd si conditiile de determinare a
activitatii, sunt prezentate in tabelul 1.1 [3].
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Tabelul 1.1. Surse de lipaze microbiene

Activitatea

Modalitatea de Conditii de
Specia microbiand biosinteza (EU%ml) | determinare
a activitatii®
A. Bacterii '
Staphylococcus aureus flacoane agitate 4,5 37°C, pH 8,0
Pseudomonas nitroreducens | fermentator 2 1 500,0 37°C,pH 9,0
Pseudomonas fragi fermentator 20 1 75,0 37°C, pH 9,0
Alcaligenes species fermentator 15 1 800,0 37°C, pH 8,7
Bacillus licheniformis flacoane agitate 6,0 45°C, pH 8,5
B. Drojdii
Candida cylindracea flacoane agitate b 30°C, pH 7,0
Saccharomycopsis lipolytica | flacoane agitate 40,0 30°C, pH 9,5
Candida lipolytica fermentator 2 | 1,0 37°C,pH §,2
C. Fungi
Aspergillus luchnensis mediu solid - 40°C,pH 7,0
Aspergillus niger flacoane agitate 4,0 37°C, pH 6,5
Rhizopus delemar submers 60,0 30°C, pH 5,6
Rhizopus arrhizus fermentator 100 1 350,0 37°C,pH 7,5
Rhizopus delemar fermentator de tip turn 460,0 30°C, pH 8,5
si fermentator 3 1
Geothricum candidum culturi lichida statica 6,0 32°C, pH 8,5
Geothricum candidum flacoane agitate 170,0 30°C, pH 5,6
Mucor lipolyticus flacoane agitate 90,0 37°C,pH 8,0
Humicola lanuginosa fermentator 600 1 55,0 45°C, pH 8,0
Phycomyces species fermentator 160,0 37°C,pH 7,0
Penicillium funiculosum flacoane agitate b 37°C, pH 8,0

1 EU = cantitatea de enzima care determina eliberarea unui pmol acid gras pe minut in
conditii date. ‘

®Activitatea enzimatica este exprimata in alte unitati, care cu datele existente nu au putut fi

convertite in EU.

c . e A . : -
Drept substrat pentru determinarea activitatii s-a utilizat in toate cazurile uleiul de masline

Este un fenomen frecvent ca o singurd tulpind si producd mai multe enzime,
acestea putind avea origine genetica diferita sau fiiind produse drept rezultat al modificarii
unei singure proteine. Astfel, Iwai si Tsujisaka au identificat trei lipaze (A, B si C) in
filtratul unei culturi de Rhizopus delemar [4]. Dupa purificarea acestor enzime ei au stabilit
cd lipazele B si C sunt forme diferite ale aceleiasi proteine, In timp ce lipaza A este o
proteind diferita.

In mod uzual, lipazele microbiene sunt enzime extracelulare. Lipazele extracelulare
pot fi obtinute din culturi tinere, de preferintd in timpul fazei de crestere logaritmica a
celulelor, fiindca atunci sunt mai putin afectate de liza celulelor. In cazul unor sisteme ce
produc lipaze extracelulare, o mica parte a enzimei apare ca fiind legatd de celuld. Anumiti
cercetitori au raportat existenta si a unor lipaze intracelulare, cum ar fi cele produse de
bacterii din speciile Escherichia coli, Streptococcus thermophilus si Streptococcus lactis
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[5], drojdii din specia Saccharomycopsis lipolytica [6], sau fungi din specia Rhizopus
chinensis [7]. )

Capacitatea de a produce lipaze pare a fi o proprietate a majoritatii bacteriilor, in
conditii potrivite, cu toate ca productivitatea variaza considerabil, chiar in cadrul tulpinilor
provenite de la aceeasi specie de microorganism.

Parametrii care influenteaza biosinteza lipazei sunt In general cunoscuti, dar
actiunea lor nu este In mod obligatoriu aceeasi.

Lipazele de origine fungica au fost obtinute atat din culturi pe medii solide cét si
din culturi submerse.

1.1.1. Culturi pe medii solide

Un procedeu de cultura pe mediu solid a fost descris inca in 1949 de catre Smythe
si Drake pentru lipaza din Aspergillus luchensis. Mai tarziu, un grup de cercetatori japonezi
au obtinut lipaza din Aspergillus niger tot din culturi pe mediu solid, dar ulterior ei au
considerat cd alegerea tipului de cultura trebuie facuta in functie de tulpina utilizata [3]. In
general 1nsd, numarul referintelor privitoare la obtinerea de lipaze din culturi pe medii
solide este scazut.

Cercetitori mexicani a studiat obtinerea lipazei microbiene din culturi pe medii
solide, utilizand tarate de grau drept sursa de azot si carbon, KH,;PO4, K;HPO4 51 MgSO4
ca saruri minerale [8]. Umiditatea initiala a sistemului a fost de 50%, iar temperatura
culturii s-a mentinut la 29°C. Dintre fungii filamentosi testati, rezultate bune s-au obtinut
cu Mucor miehei, Penicillium camemberti si Penicillium candidum. Efectuandu-se un
studiu comparativ fatd de culturile submerse, in cazul lipazei din Penicillium candidum,
autorii considerd culturile pe mediu solid drept o alternativd viabild pentru obtinerea
lipazelor microbiene.

1.1.2. Culturi submerse

Majoritatea cercetarilor au stabilit ca lipazele se pot obtine cel mai avantajos din
culturi submerse aerate. In continuare vor fi analizate aceste tipuri de culturi, cu accent pe
principalii parametri care influenteazd biosinteza: compozitia mediului de cultura,
temperatura, pH-ul, aerarea mediului, faza de dezvoltare a celulelor.

1.1.2.1. Factori care influenteaza biosinteza lipazelor in culturi submerse
a. Influenta compozitiei mediului de cultura

Tipul si concentratia componentilor mediului de cultura pentru biosinteza lipazei
difera foarte mult de la o tulpind la alta §i este susceptibild unor optimiziri ulterioare.
Aceste medii contin in general drept sursd de carbon un hidrat de carbon simplu sau
complex, insd unele drojdii producatoare de lipaza pot fi cultivate de asemenea pe uleiuri
sau hidrocarburi. Productia de lipaza in general nu depinde decat in mica masurid de natura
hidratului de carbon utilizat. .

O alta problema importanta este natura sursei de azot si realizarea unui raport optim
azot/carbon in mediul de culturd. Tsujisaka §.a. au sugerat ca lipazele fungice necesitd in
cursul fermentatiei concentratii de azot mai mari decét alte enzime [9].
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O serie de surse au semnalat ca lipaza se obtine cel mai bine dacd microorganismul
este crescut pe un mediu contindnd peptond. Anumite tipuri de peptone sunt mai putin
potrivite ca si constituienti ai mediului de culturd decat altele, cu toate ca dezvoltarea
microorganismului nu este afectatd. Conform datelor de literaturd, randamentul lipazei
obtinute a crescut considerabil dacid mediul a avut In compozitie hidrolizat de caseina,
triptona, polipeptona, casitona sau faina de soia [5].

In cazul lipazei din Penicillium citrinum sursa de carbon optimi s-a determinat a fi
amidonul, in timp ce ca sursd de azot peptona in concentratie de 5% a dat cele mai bune
rezultate, ureea si sulfatul de amoniu dovedindu-se ineficiente [9].

Rhizopus chinensis produce o lipazi intracelulard dacd se foloseste drept sursa de
azot polipeptona sau extractul de came [7], 1ar Rhizopus microsporus produce randamentul
maxim in lipazd daca mediul contine autolizat de drojdie 0,1% si drojdie furajera 0,25%
[10].

In cazul biosintezei lipazei din Pseudomonas species, cea mai potriviti sursa de
azot s-a dovedit a fi ureea. Dacéd pentru obtinerea lipazei se foloseste Candida lipolytica,
rezultatele cercetdrilor indica drept sursa de azot sulfatul de amoniu si ureea.

Un mare numir de cercetatori au studiat obtinerea lipazelor pe medii sintetice sau
semisintetice, care contin adaosuri de diferiti compusi chimici aldturi de, sau.inlocuind
mediile naturale [5].

Astfel, un studiu comparativ efectuat pe 41 de medii diferite a dus la formularea
unui mediu sintetic pentru biosinteza lipazei din Pseudomonas fungi prin inlocuirea
peptonei cu un amestec de arginina, lizind, acid aspartic si acid glutamic. S-au obtinut
randamente in lipazd de aproape 90% fata de cele obtinute pe mediul cu peptona. Alte
cercetdri au stabilit cd addugarea unor aminoacizi: leucind, izoleucina si valind determina
cresterea productiei de lipaza din Pseudomonas fragi. Productia lipazei din Pseudomonas
aeruginosa a fost stimulata prin introducerea de alanina in mediul de cultura [3].

Nadkarni a utilizat medii semisintetice contindnd aminoacizi, glucoza si extract de
drojdie, stabilind ci arginina, acidul glutamic si triptofanul determina cresterea biosintezei
lipazei, in timp ce prezenta glucozei in mediu favorizeaza acumularea timpurie a lipazei si
scurteaza timpul de incubare necesar. Alfi cercetitort au stabilit pentru Pseudomonas
fluorescens un mediu optim de culturd contindnd polipeptona, glucoza, uree si componente
minerale.

Prezenta In mediu a unor saruri anorganice duce de asemenea la cresterea
randamentului biosintezei lipazei din Chromobacterium viscosum, Pseudomonas fragi,
Pseudomonas aeruginosa si Acinetobacter species [5].

In ceea ce priveste actiunea vitaminelor asupra biosintezei lipazei, datele de
literatura sunt contradictorii, unele mentionand cd addugarea de vitamine nu a avut efect
asupra productiei de lipaza, contrar celor afirmate de alti cecetatori [5].

Bacterii Gram-negative din specia Acinetobacter, izolate din sedimentele din apa,
produc o lipaza extracelulard dacad sunt cultivate la 20°C pe un mediu complex continidnd
peptond 2% si extract de drojdie 0,15%. Daca s-a folosit un mediu de culturd constituit din
amestec de aminoacizi sintetici sau hidrolizat de caseind impreund cu vitamine nu s-a
inregistrat activitate lipazica. Totusi, daca la aceste medii s-a addugat taurocolat de sodiu,
s-a obtinut lipaza, cel mai mare randament inregistrandu-se daca in sistem a fost prezent si
un amestec de di- si polipeptide [11].

Prezenta lipidelor in mediul de cultura poate induce, iar in alte cazuri poate inhiba
producerea lipazei. Chander si altii au constatat cd adaugarea de lipide in mediul de culturid
pentru biosinteza lipazelor din Penicillium chrysogenum, Fusarium solani si Geothricum
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candidum inhiba cresterea microorganismelor si determina scaderea productiei de lipaza
[5]. In ce priveste lipaza din Mucor mucedo, s-a constatat ca introducerea de lipide in
mediul de culturd are un efect diferentiat. Dintre trigliceridele testate (in concentratie de
0,1 % raportat la mediul de baza), tributirina a determinat cresterea productiei de lipazi cu
66 %, in timp ce trigliceridele contindnd acizi grasi nesaturati cu catend lunga (ulei de
masline, ulei de floarea-soarelui, ulei de mustar, etc.) au avut o actiune usor inhibitoare.
Efectul inhibitor cel mai puternic l-a avut trioleina, care a cauzat o reducere cu 58 % a
productiei de lipazd. Cresterea randamentului in lipazd in prezenta tributirinei a fost
raportata si pentru Penicillium roqueforti, in timp ce prezenta uleiului de porumb si a celui
de misline determina inhibarea acestuia cu 21, respectiv 29 % [12].

Drept medii de culturd pentru obtinerea lipazelor au fost utilizate si anumite
hidrocarburi. Astfel, o cultura de Candida lipolytica izolata dintr-o proba de sol imbibati
cu titei s-a dovedit a fi capabild de a produce lipaza in conditiile cultivarii pe un mediu
contindnd 4% cherozind drept sursa de carbon. Atét cresterea microorganismului cét si
producerea enzimei au fost favorizate de adaugarea in mediu a 2 % ulei de maésline drept
sursd aditionald de carbon. Dintre sursele de azot utilizate, ureea s-a dovedit a fi usor
superioara sulfatului de amoniu [13]. _

Una din sursele cele mai importante de lipaza pentru biotehnologii este Aspergillus
niger, care are avantajul de a fi o specie nepatogend si foarte bine caracterizata, fiind
folositd pentru obtinerea unui mare numar de enzime, chiar la scard industriald de exemplu
in cazul amiloglucozidazei. Un studiu cuprinzétor referitor la biosinteza lipazei din culturi
submerse de Aspergillus niger a stabilit compozitia optima a mediului de cultura, plecand
de la un mediu de baza constituit din 0,1% NH4NO;, 0,2 % KH,POy4, 0,04% MgSO,47H,0,
0,1 % FeSO47H;0, 1 % zaharoza si 1 % ulei de masline [14].

Efectul diferitelor surse de carbon asupra randamentului in lipaza si al cresterii
miceliului ciupercii este prezentat in tabelul 1.2.

S-a determinat ca sursa optimd de .carbon este zaharoza. Glucoza, maltoza si
fructoza determind o crestere buna a miceliului, dar randamentul in lipaza este mai scazut
in timp ce xiloza, rafinoza, citratul si acetatul de Na determind doar o slabad crestere a
ciupercii, fara a se produce lipazi. Concentratia optima de zaharoza din mediul de culturad
s-a determinat a fi de 1 %.

In tabelul 1.3 sunt prezentate rezultatele incercirilor cu diverse surse de azot de
naturd anorganica sau organici. Se poate observa ci sursa de azot cea mai buni este
azotatul de amoniu, concentratia ei optima in mediul de culturi fiind 0,1 %.
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Tabelul 1.2. Efectul sursei de carbon asupra randamentului in lipaza si al cresterii
miceliului de Aspergillus niger in cultura submersa [14].

Sursa de carbon Activitate lipazica Greutatea miceliului
(1 %) (unitdti /5 ml mediu de uscat
culturd dupa 96 ore ) (g/l, dupa 96 h)

glucozd 9,2 13,0
maltoza 7,6 11,5
fructoza 8,2 . 11,0
amidon solubil 1,6 . 10,0
lactoza 7,8 8,6
zaharoza 22,2 13,4
xiloza urme 4.0
rafinoza urme 2,0
citrat de Na urme 2,5
acetat de Na urme 1,8

Tabelul 1.3. Efectul sursei de azot asupra randamentului In lipaza si al cresterii
miceliului de Aspergillus niger in culturi submerse [14].

Sursa de azot Activitate lipazica Greutatea miceliului
(0,1 %) (unitati /5 ml mediu de uscat
cultura dupa 96 de ore) (g/1, dupa 96 h)
(NH4),S0O4 4,0 12,6
NH,4Ci 6,0 11,5
NH4NO; 22,0 13,0
NaNO; 10,2 13,0
uree 4,0 12,0
peptona 3,0 12,0
triptona 3,2 6,0
acid aspartic 43 6,0
acid glutamic 5,1 6,6

In aceeasi cultura a fost determinata si influenta sirurilor minerale (tabelul 1.4.). In
cazul acestei tulpini prezenta ionilor Fe’* s Mg2+ favorizeaza producerea lipazei.
Concentratiile optime determinate au fost 0,1 % pentru FeSO4 si 0,04 % pentru MgSO;.
Tonii de K*, Na™ si Ca* nu influenteazd randamentul in enzima.
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Tabelul 1.4. Efectul sarurilor minerale asupra randamentului in lipaza si al cresterii
miceliului de Aspergillus niger in culturi submerse [14].

Activitate lipazica Greutatea miceliului
Sarea minerala (unitéti /5 ml mediu de uscat
cultura dupa 96 de ore) (g/l,dupa 96 h)
KCl] 2,9 3,5
NaCl 3,1 4,0
K>SO, 32 . 4,2
TJaZS()4 3,0 . 4,5
CaCl, 3,5 3,9
MgSO4 5,6 10,5
MgCl, 4,5 8,2
FeSO4 7,2 6,5
Mediu de control* 3,0 3,8

* Continadnd zaharoza, ulei de masline, (NH,),HPOj4 51 acetat de amoniu.

Necesitatea utilizarii unei surse de fosfat in mediul de culturd nu este mentionata
decat rareori in cazurile citate din literatura de specialitate, fiind indicat fosfatul de amoniu
monoacid. In cazul acestei tulpini de Aspergillus niger insi prezenta KH,PO, in
concentratie de 0,2 % duce la obtinerea de randamente mai bune decét cele obtinute cu
(NH4);HPO,4 [14].

Un caz mai special l-a constituit incercarea unor cercetatori japonezi de a obtine o
lipaza microbiana care s aiba proprietétile caracteristice lipazei pancreatice. Sursa ciutati
s-a dovedit a fi o bacterie Gram negativa din specia Alcaligenes [15]. Sursa de carbon
optima pentru cultura acesteia a fost fructoza (in concentratie de 1,25 % ), iar ca sursa de
azot cele mai bune rezultate le-a dat NaNOs (in concentratie de 0,75 %). De asemenea, s-a
stabilit cd prezenta in mediu a unor agenti activi de suprafatd favorizeazi producerea
lipazei, cel mai eficient dovedindu-se polioxietilen-stearil-eterul in concentratie de 0,5 %.
Dintre sarurile minerale, FeSOy4 si FeCl; au favorizat biosinteza enzimei, in timp ce CoCl,
a avut o puternica actiune inhibitoare [16].

b. Influenta temperaturii

In afari de compozitia mediului de culturd, producerea lipazei este influentati de o
serie de alti factori, in primul rdnd parametrii fizico-chimici care caracterizeaza cultura.

Temperatura optima pentru biosinteza lipazei diferd de la o specie la alta. Astfel,
pentru specia Pseudomonas temperatura optimad se situeazd in general in domeniul
20-30°C. Totusi, pentru Pseudomonas mephitica var. lipolytica productia maxima de
lipaza s-a observat la 37°C, In timp ce pentru Pseudomonas fragi randamentul maxim in
lipazd s-a obtinut mentinind cultura timp de 3 zile la 15°C, la 30°C neobservandu-se
activitate lipazici [5]. In cazul culturilor de Geothricum candidum si Rhizopus nigricans
randamentele maxime in lipazd s-au inregistrat la 30°C, iar la Penicillium roqueforti
temperatura optima a fost de 27°C [5].

Obtinerea lipazei din Aspergillus niger a avut loc cu randament maxim la 35°C,
[14]. In cazul lipazei din Mucor mucedo, randamentul optim s-a obtinut prin mentinerea
culturii timp de 3 zile la 30°C [12], in timp ce in cazul unei tulpini de Penicillium citrinum
temperatura optima de incubare a fost 22°C [9].
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c. Influenta pH-ului

pH-ul initial al mediului de culturd reprezintd de asemenea un parametru important
pentru producerea de lipazi. Pentru o serie de microorganisme producitoare de lipazi:
Pseudomonas fragi. Rhizopus arrhizus, Achromobacter lipolyticum, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, sunt indicate valori initiale neutre ale pH-ului
mediului [5]. Pentru Acinerobacter species, 1a valoarea pH-ului de 6,6 se obtine randament
maxim in lipaza, insd daca valoarea pH-ului scade la 6,0, producerea lipazei este inhibata
[11].

In cazul biosintezei lipazei din Penicillium citrinum randament bun in lipazi s-a
obtinut doar la pH neutru (pH optim 7,2), activitatea lipazica in mediu scizind de 8-10 ori
chiar 1a modifican relativ mici ale pH-ului, la 6 si respectiv 8 [9].

Randamentul maxim in lipaza pentru culturile de Mucor mucedo s-a obtinut la pH
7, ca 1 pentru Penicillium camemberti, in timp ce datele furnizate pentru Rhizopus
nigricans indica un pH optim de 6 [12].

In cazul culturilor submerse de Aspergillus niger, activitatea lipazici cea mai mare
in mediu s-a obtinut de asemenea la pH neutru [14].

La obtinerea lipazei alcaline din culturi de Alcaligenes species pH-ul final al
mediului de culturi se situeaza in domeniul bazic, intre 8,0-8,7 [16].

d. Influenta aeririi

Cercetirile au evidentiat cresterea producerii de lipazd in cazul culturilor aerate
pentru majoritatea microorganismelor producatare de lipaza, insa gradul de aerare necesar
pare sa difere de la o specie la alta. Chander si altii au constatat accelerarea dezvoltirii
celulelor si a producerii de lipaza in culturi agitate de Penicillium species, Rhizopus species
si Geothricum species. Alti cercetitori au constatat acelasi lucru pentru Penicillium
roqueforti si Pseudomonas mephitica var. lipolytica[5].

In cazul lipazei din Mucor mucedo activitatea lipazei pentru culturi in flacoane
agitate a fost mai mare cu 40 % decat in cazul flacoanelor neagitate [12].

Efectul aerdrii nu este insid intotdeauna pozitiv asupra productiei de lipazi. S-a
constatat de exemplu ca in cazul culturilor de Pseudomonas fragi, aerarea intensa
determini reducerea activititii lipazice. In cazul microorganismelor Candida lipolytica,
Pseudomonas fragi si Pseudomonas fluorescens s-a observat ci utilizind culturi agitate se
obtine o crestere mai pronuntatid a celulelor i in faza initiald o crestere a productiei de
lipaza, urmata ins3 de o scddere rapida a activitatii lipazice in cazul continuirii agitarii [5].

Un studiu efectuat asupra influentei concentratiei de oxigen asupra productiei de
lipaza din cultuni de Rhizopus delemar a ardtat ca concentratii scizute de oxigen afecteaza
negativ metabolismul acestuia. Utilizidnd un reactor cu amestecare totald s-a constatat ca
productia de lipazi depinde foarte mult de concentratia de oxigen la valori scizute ale
acesteia. La reducerea concentratiei de oxigen la valoarea de 47 pmoli/l se inregistreazi nu
numai o scadere brusca a cantitatii de lipaza, ci si 0 modificare a metabolismului, substratul
limitativ devenind oxigenul in locul carbonului [17].
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e. Influenta fazei de dezvoltare a celulelor

Un alt factor important este relatia dintre cresterea celulei §i formarea lipazei in
timpul cultivarii microorganismelor. Majoritatea cercetarilor au demonstrat cd cea mai
mare cantitate de lipaza se produce in timpul fazei logaritmice de crestere, de exemplu in
cazul microorganismelor Acinetobacter speczes Rhizopus arrhizus, Pseudomonas fragi si
Pseudomonas aeruginosa [5].

Pentru culturile de Acinetobacter calcoaceticus activitatea lipazica a fost maxima in
timpul fazei logaritmice, dupa 19 ore de incubare, ea scdzidnd drastic in timpul fazei
stationare, la doar 23 % din valoarea precedentd dupa 24 de ore [18].

Unii cercetatori au aratat insa ci In anumite cazuri eliberarea lipazei in mediul de
culturd incepe la sfarsitul fazei logaritmice de crestere i acumularea enzimei are loc in
timpul fazei stationare. Astfel in cazul culturilor de Pseudomonas fluorescens, activitate
lipazica in mediu s-a detectat doar dupa 4-5 zile de incubare. Chromobacterium viscosum a
produs lipaza dupa 3 zile, iar Staphylococcus aureus dupa 4-5 zile [5].

1.1.2.2. Conditii de biosinteza pentru lipaze microbiene comerciale

In prezent o serie de lipaze microbiene sunt oferite de diverse firme producitoare,
sursele cele mai importante fiind Rhizopus arrhizus si Aspergillus niger. Sunt de asemenea
accesibile si preparate din Geothricum candidum, Candida cylindracea si Mucor miehei.
Cu toate acestea, datele existente despre biosinteza lipazelor la o scard mai mare decét cea
de laborator sunt foarte putine.

Laboureur si Labrousse au reahzat biosinteza lipazei din culturi de Rhizopus
arrhizus intr-un fermentator de 100 1, utilizdnd un fermentator pentru inocul de 3 1 si
obtinand o activitate lipazicd de 350 EU/ml in conditiile redate in tabelul 1.5 [3].

Tinand cont de potentialele utilizérii ale lipazelor in industrie drept catalizatori de
transesterificare cét si in detergenti casnici, cercetatorii firmei Novo au initiat obtinerea
unei lipaze la un cost mai redus decit cele accesibile pe piata in acest moment. Se pare ci
utilizarea unei tehnologii de ADN recombinat este foarte importanta in realizarea acestui
scop. S-a plecat de la Rhizomucor miehei, care secretd o lipazd activa si care a fost
caracterizatd anterior. Prin tehnici de inginerie geneticd s-a reusit folosirea de Aspergillus
oryzae drept organism gazda pentru sintetizarea, producerea §i secretia in mediul de culturd
a lipazei de Rhizomucor miehei recombinate [19].

Tabelul 1.5. Conditii de biosinteza pentru lipaza din Rhizopus arrhizus [3].

Componenta mediului Concentratii
(gD

a. Etapa de flacoane agitate (50 ml mediu in flacoane de 150
ml): 30°C, 18-24 h

Amidon fluidificat cu o-amilaza 40,0

Porumb lichefiat 50,0

Sulfat de amoniu 10,0

Carbonat de calciu 15,0
13
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Componenta mediului Concentratii

€2))

b. Prima etapa de fermentatie (3 1): 29°C, 22-26 h
Amidon fluidificat cu a-amilaza 20,0
Hidrolizat de caseina 5,5
Sulfat de amoniu 5,0
Carbonat de calciu 10,0

pH-ul initial ajustat 1a 7,0 cu H,SO4
Ulei antispumant
c. Fermentatia principala
Conditiile identice de la etapa precedenta
Se continua pana la valoarea stationara a activititii, dupa
40-45h
pH-ul scade usor pana la o valoare stationard in jur de 6,5.

1.1.3. Purificarea si caracterizarea lipazelor microbiene

Marea majoritate a enzimelor obtinute prin izolare din tesuturi vegetale sau animale
sau din culturi microbiene trebuie purificate pana la eliminarea enzimelor care pot cataliza
reactii secundare nedorite. Aceasta poate sau nu sd Insemne purificare pdna la omogenitate.

In cazul enzimelor extracelulare, cum sunt majoritatea lipazelor microbiene, care
sunt secretate in mediul de culturd, dupd terminarea fermentatiei microorganismele se
separd de mediu prin centrifugare sau filtrare. Solutia rezultatd poate fi uneori concentrata
pentru a nu se manipula volume prea mari. Pentru aceasta se pot folosi membrane de
ultrafiltrare [20].

Urmiétoarea etapa este separarea diferitelor tipuri de proteine prin precipitare
fractionatd. Se stie ca distributia resturilor hidrofobe si hidrofile la suprafata moleculei de
proteind influenteazi puternic solubilitatea ei in diferiti solventi. Capacitatea de solvatare a
diferitelor proteine de citre apa poate fi modificatd in sensul reducerii solubilitatii prin
schimbari de pH, tdrie ionicd, adiugare de solventi organici miscibili cu apa, de alte
substante dizolvate inerte sau polimeri, sau prin combinarea acestor metode, impreuni cu
modificarea temperaturii.

Principalele tehnici de purificare utilizate in cazul lipazelor sunt [20]:

- precipitarea selectiva cu ajutorul sdrurilor neutre;

- precipitarea fractionatd cu ajutorul solventilor organici miscibili cu apa, cum ar fi
etanolul sau acetona;

- gel-filtrarea sau cromatografia prin excluziune stericd;

- cromatografia de interactiune hidrofoba;

- cromatografia de afinitate.

Exista si tehnici mai speciale de purificare a enzimelor cum ar fi cromatografia pe
hidroxiapatitd, focusarea izoelectrica, electroforeza preparativa si cromatografia de lichide
de inaltd performantd preparativi. Acestea s-au dezvoltat in ultima perioada, fiind tehnici
de inaltd rezolutie care permit o separare §i purificare foarte avansatd a biomoleculelor
[20].

O problema foarte importantd care apare in cursul purificarii enzimelor este
pierderea de activitate. Enzimele sunt molecule proteice sensibile care daca sunt scoase din
mediul lor natural sunt supuse la o serie de factori perturbatori carora adeseori nu sunt
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capabile si le reziste. Enzimele extracelulare reprezinti un caz fericit, intrucit ele sunt
destinate din start si opereze intr-un mediu mai ostil. De aceea si purificarea lor se poate
face cu sanse de reusitd mai mari. .

Principalii factori care pot determina dezactivarea enzimelor in cursul operatiilor d
purificare sunt [20]: .

-denaturarea proteinei enzimatice, care poate avea loc sub influenta temperaturii,
pH-ului sau a solventilor organici. Din acest motiv purificarea trebuie ficuta la o valoare de
pH corespunzator aleasd (in general in domeniul 6-7) si sub racire, iar precipitarea cu
solventi organici trebuie ficuti intotdeauna sub racire, chiar la temperaturi sub 0°C.

- concentratia prea sciizutad a proteinei, intrucit se cunoaste ci solutiile diluate de
enzime isi pierd repede activitatea. Pentru a preveni aceasti dezactivare este indicata fie
concentrarea solutiilor foarte diluate, fie adiugarea unei proteine inerte, cum este albumina
(BSA).

- inactivarea centrului catalitic, care poate fi reversibild sau ireversibild. O cauza
poate fi de exemplu oxidarea grupelor sulfhidril cu formare de punti disulfidice sau acizi
sulfinici ( -SOH, reversibil ) sau sulfonici ( -SOOH, ireversibil ). Pentru a preveni aceasta
oxidare se recomanda addugarea de B-mercaptoetanol sau ditiotreitol.

- degradarea produsd de proteazele prezente in mediu. Acest lucru poate fi
impiedicat prin introducerea in sistem a unor inhibitori ai proteazelor cum ar fi fenilmetil-
sulfonil-fluorura sau pepstatini A.

Pentru stabilizarea solutiilor enzimatice, in afard de sulfatul de amoniu pot fi
utilizati §i alti compusi cum ar fi glicerina, care are §i avantajul cd permite conservarea la
temperaturi sub 0°C, fira a ingheta. In locul glicerinei se pot folosi si zaharide sau alcooli
proveniti din reducerea acestora (glucoza, fructoza, lactoza, sorbitol).

Elaborarea unei scheme de purificare a unei enzime trebuie si tind cont de
urmatoarele necesitéti:

- randament cit mai bun de recuperare a activitatii totale

- puritate cat mai ridicata a produsului

- reproductibilitatea procesului

- economicitatea utilizirii reactivilor gi echipamentelor.

Pentru purificarea lipazelor microbiene au fost incercate o serie dintre metodele
descrise anterior, cu scopul de a obtine preparate enzimatice cu caracteristici
reproductibile, care si fie susceptibile unei utilizari tehnologice sistematice.

O investigare calitativa a enzimelor prezente intr-un preparat comercial tehnic de
lipaza din Aspergillus niger, contindnd 55 % proteind, a evidentiat aldturi de lipaza
prezenta si a urmitoarelor enzime: esteraza, proteazd, amilazd, endo-1,4-B-glucanaza,
xilanaza, pectinmetilesteraza, poligalacturonaza, catalaza, B-D-glucozidaza si B-D-
galactozidaza [21]. Pentru purificare, solutia enzimei brute rezultatd dupa ultrafiltrare s-a
supus cromatografiei de schimb ionic pe DEAE-Trisacril M. Fractiunile cu activitate
lipazica s-au concentrat prin ultrafiltrare §i s-au purificat in continuare prin gel-filtrare pe
Sephadex 650. In urma acesteia s-au obtinut doua izoenzime, notate lipazi I si lipaza II,
constatandu-se disparitia activitaii glucozidazice i galactozidazice. Eliminarea
impuritatilor rimase s-a facut prin cromatografie hidrofoba pe Phenylsepharose CL-4B si
recromatografiere pe acelasi gel in conditii diferite. Dupi aceasta purificare s-a constatat,
prin focusare izoelectricd, obtinerea unor lipaze omogene. Rezultatele acestor procedee de
purificare sunt prezentate in tabelul 1.6, observandu-se un factor de purificare final de 68

pentru lipaza I si de 13 pentru lipaza II.
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Lipazele I si II au puncte izoelectrice diferite, la 4,0 si respectiv 3,5. Masele moleculare
determinate prin gel-filtrare au fost 31.000 si respectiv 19.000 daltoni, iar pH-ul optim s-a
situat pentru ambele lipaze intre 5 si 6, ele raménénd insa active si la pH intre 7 si 8.

Iwai si Tsujisaka au studiat purificarea lipazei din Rhizopus delemar, constatand
existenta a trei izoenzime [4]. Mediul de culturd s-a filtrat iar filtratul s-a adus la pH 4,5 cu
HCl IN si s-a lasat si stea timp de 30 de minute la 30°C. Pe urma s-a centrifugat,
denumindu-se enzima aflata in precipitat lipaza B, iar celelalte doud izoenzime, prezente in
supernatant, lipaza A si respectiv C. Plecandu-se de la filtratul culturii initiale cu activitatea
de 3,3 U/mg proteind, dupa operatiile de purificare s-au obtinut:

- lipaza A cu activitatea de 2.333 U/mg proteind cu un randament de regasire a
activitatii totale de 2 %;

- lipaza C cu activitatea de 11.666 U/mg proteind cu un randament de regisire a
activitatii totale de 12 %;

- lipaza B cu activitatea de 4.000 U/mg proteind cu un randament de regasire a
activitatii totale de 4,3 %.

Toate trei izoenzimele din Rhizopus delemar au pH-ul optim la 5,6, temperatura
optimi fiind in cazul lipazei A de 30°C iar in cazul lipazei B si C de 35°C. S-a ajuns la
concluzia cid lipaza A reprezintd o proteind diferitd de lipazele B si C, avand
termostabilitate mai mare i stabilitate la pH in limite mai largi.

Aisaka si Terada au constatat cd Rhizopus japonicus produce extracelular o
cantitate mare de lipazi si lipoprotein-lipaza [22]. Din filtratul mediului de culturd enzima
brutd s-a precipitat cu sulfat de amoniu panad la 60 % saturatie si s-a purificat dupa
procedura urmétoare (toate operatiile efectudndu-se la o temperatura sub 5°C): precipitare
cu etanol rece (-15°C) péna la o concentratie de 80 %, cromatografie pe coloand mai intéi
pe Column-lite, apoi pe Heparin-Sephadex 4B si in sférsit focusare izoelectrici. S-au
obtinut doud fractiuni de lipazi, factorul de purificare fiind de aproximativ 60, iar
randamentul total de regisire a activitatii enzimatice (in ambele fractiuni) de 24 %. Masa
moleculard a ambelor izoenzime s-a determinat a fi 42.000, iar activitatea lor maxima3 s-a
inregistrat la 35-40°C si un pH intre 7,0-8,5.

Tsujisaka s.a. au purificat lipaza din Geothricum candidum pina la o formi
cristalizata [50]. Filtratul culturii s-a fractionat cu sulfat de amoniu (de la 25 % la 75 %
saturatie), precipitatul s-a dizolvat in apa deionizatd §i s-a desalefiat pe o coloana cu
Sephadex G-25, iar solutia rezultata s-a purificat prin cromatografie pe o coloanid cu DEAE
Sephadex, eluidndu-se cu un gradient liniar de NaCl. Fractiunea cu activitate lipazica s-a
concentrat si s-a trecut peste o coloani cu Sephadex G-100. Fractiunile active s-au dializat
fatd de apd si s-au liofilizat. Pulberea liofilizata s-a dizolvat in solutie tampon acetat 0,01
M de pH 5,0 si s-a trecut peste o coloana cu Sephadex G-200. S-a obtinut un singur pic de
activitate. Fractiunile cu activitate mai mare de 1.000 unitati/ml s-au reunit si s-au dializat
fata de apa distilatd. In continuare, solutia obtinuti s-a concentrat sub presiune redusa.
Cristalele au aparut cand concentratia proteinei a ajuns in jur de 10 %. Cristalizarea s-a
completat lasand si stea solutia la 8°C sub presiune scazuta timp de 3 zile. Enzima
cristalizatd s-a separat prin centrifugare si s-a recristalizat prin dizolvare in solutie NaOH
0,1 N la pH 8,8, aducerea pH-ului la 6,0 cu CH3;COOH, eliminarea substantelor insolubile
prin centrifugare, dializa fatd de apd si cristalizare in aceeasi manierd ca anterior. S-a
obfinut o crestere de 40 de ori a activitatii fatd de solutia initiald §i un randament de
regasire a activitatii de 20% fata de cea initiala. Prin electroforeza s-a determinat ci enzima
este omogend. Masa moleculara s-a determinat a fi intre 53.000-55.000, punctul izoelectric
la pH 4,3, domeniul optim de pH intre 5,6 si 7,0, iar temperatura optima in jur de 40°C.
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Cercetari de inginerie genetica efectuate ulterior de acelasi colectiv au dus la
concluzia ci lipaza izolatd din Geothricum candidum contine de fapt doua izoenzime [23].
Pentru a le separa s-a purificat mai departe enzima obtinuta anterior, prin cromatografie de
interactiune hidrofoba. Dupa eluarea cu un gradient descrescitor de la 25 % la 0 %
saturatie de sulfat de amoniu, s-au obtinut cele doud izoenzime. Prima fractiune, lipaza I, se
obtine in cantitate de 8 ori mai mare decét cea de-a doua, lipaza [I. Ambele au aproape
aceeasi activitate, acelasi punct izoelectric §i temperaturd optima, dar diferd putin masa
moleculara (64.000, respectiv 66.000), pH-ul optim (8,0 si respectiv 6,0) si stabilitatea
termicd, lipaza I fiind mai stabild. De asemenea s-a stabilit ca secventele de aminoacizi
terminali sunt diferite, existdnd deci diferente atdt in ce priveste structura primara, cét si
cea tertiard a celor doua izoenzime. Ulterior s-a stabilit cd ambele lipaze sunt constituite
din 544 resturi de aminoacizi, din care 457 (deci 84 %) sunt identice [24].

Un preparat comercial brut de lipazd din Geothricum candidum a fost purificat de
Baillargeon prin cromatografie de interactiune hidrofoba pe Octyl Sepharose [25]. Dupa
aceastd operatie s-au obtinut doud picuri de activitate, corespunzatoare la doua lipaze, in
concordantd cu cele ardtate anterior. In continuare, s-a utilizat tehnica cromatofocusarii
pentru a separa eventualele componente ale celor doua lipaze. S-a gasit cd prima lipaza
contine 5 izoenzime, iar cea de-a doua 4. Numarul izoenzimelor s-a redus la doua dupa
eliminarea hidratilor de carbon. Se pare ci aceste doua izoenzime sunt proteine diferite,
provenind din gene diferite.

Lipaza din Penicillium cyclopium a fost purificatd prin precipitare cu sulfat de
amoniu pand la saturatie de 75 %, desalefiere pe o coloand cu Sephadex G-25 si
cromatografie de schimb ionic pe o coloand cu DEAE Sephadex A-50, obtindnd doui
picuri de activitate, corespunzatoare la doua izoenzime. Cea de-a doua enzima, mult mai
activi, s-a purificat prin ultrafiltrare, gel-filtrare pe o coloani cu Sephadex G-75 si focusare
izoelectricd, obtindnd o enzimd omogena. Rezultatele purificirii indicd o crestere a
activitatii specifice de 54 de ori si un randament de recuperare a activitatii enzimatice totale
de 15,4 %. Aceasti lipaza s-a dovedit a fi o glicerid-hidrolaza partiala, fiind nespecifica in
raport cu pozifia grupdrii esterice a gliceridei. De asemenea hidrolizeaza esteri metilici ai
acizilor grasi cu catend medie, Insa vitezele acestor reactii sunt foarte mici. Temperatura
optima pentru activitatea enzimei este 40°C, iar pH-ul optim 6,0 [26].

Dintre lipazele obtinute din culturi de drojdii, cele mai importante sunt cele din
genul Candida. Studiind un preparat comercial de lipazd din Candida cylindracea,
Brahimi-Horn §.a. au constatat cid el contine ‘mai multe esteraze, avind incircare ionica si
hidrofobicitate putin diferita [27]. Pentru purificare, preparatul brut de lipaza s-a suspendat
in solutie tampon Tris/HCI] 0,01 M, de pH 7,4, s-a dializat fatd de aceeasi solutie si s-a
purificat prin cromatografie de schimb ionic pe DEAE-cellulose. Eluarea s-a facut cu un
gradient liniar 0 — 0,5 M NaCl, apoi cu NaCl 1M. S-au obtinut doua picuri de activitate,
ambele prezentdnd atit activitate esterazica (fatad de p-nitrofenilacetat) cat si lipazica (fata
de tributirind), raportul celor doua activitati fiind de doud ori mai mare in primul pic.
Electroforeza pe gel de poliacrilamidd a aratat ca fiecare din aceste doud fractiuni are
aceleasi sase componente, in cantitati diferite, ceea ce demonstreazd ci multiplicitatea
esterazelor este o caracteristici a acestui preparat. in continuare, fractiunile rezultate din
cromatografia de schimb ionic s-au supus cromatografiei de interactiune hidrofoba. S-au
obfinut: un singur pic de activitate pentru prima fractiune, respectiv trei picuri pentru cea
de-a doua fractiune. Aceste rezultate aratd cid preparatele comerciale reprezinta de fapt un
amestec de enzime cu specificitati de substrat diferite.

De altfel, in preparatul comercial de Candida cylindracea s-a pus in evidenta si o
esterazd specifica pentru ceruri (E.C. 3.1.1.50.) [28]. Adoga si Mattey au constatat ci in
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culturi de Candida lipolytica, utilizand sirop de porumb 2,5 % ca sursd de carbon, se
produce alaturi de lipazi si o esteraza extracelulard ce manifestd activitate maxima fata de
tributirina. Aceastd enzima se poate purifica prin precipitarea mediilor de cultura cu sulfat
de amoniu la saturatie de peste 40 %, urmatd de fractionare prin gel-filtrare pe Sephadex
G-100. Ea are o0 masa moleculara medie de 5.000, temperatura optima de 28-30°C si un pH
optim foarte scazut, in jur de 1,0 [51]

Shaw s.a. au determinat prin electroforeza pe gel de poliacrilamida intr-un preparat
comercial de Candida rugosa trei izoenzime ale lipazei, numite A, B si C. Purificarea
preparatului brut s-a ficut prin cromatografie de schimb ionic pe o coloand cu
DEAE-Sepharose CL-6B, separandu-se lipaza A de lipazele B si C care elueazd impreuna.
Pentru lipazele A si C s-au determinat temperaturile optime (52°C, respectiv 37°C) si
pH-ul optim (7,0, respectiv 5,0) [29].

O altd drojdie producitoare de lipazd este Saccharomycopsis lipolytica, dar
majoritatea acestei lipaze este legatd in peretele celulei §i are proprietati diferite fatd de
lipaza produsd extracelular [6]. Lipaza legatd de celuld s-a solubilizat fara liza peretelui
celular prin incubare timp de 2 ore la 30°C cu un mediu contindnd 0,1 % Emulgen 950,
0,6 % KH,POq4, 0,2 % K,;HPO4 si 0,1 % KCI'(pH 6,2). Dupa filtrarea celulelor, enzima s-a
precipitat cu sulfat de amoniu péna la saturatie de 85 %, s-a filtrat si s-a dializat fatd de
solutie tampon acetat de pH 5,0. Solutia rezultatd s-a trecut peste o coloand cu
CM-Sepharose CL-6B, separandu-se doud izoenzime, lipaza [ si lipaza II. Lipaza I, dupa
dializa i ultrafiltrare s-a trecut peste o coloand cu Sephadex G-100, iar lipaza II, dupa
dializi, s-a purificat prin trecere pe o coloanid cu DEAE - Sepharose CL-6B, ultrafiltrare si
gel-filtrare pe o coloand cu Sephadex G-100, de douad ori. Factorul de purificare a fost 69 in
cazul lipazei I si 58 in cazul lipazei II, iar randamentul de recuperare a activitatii a fost de
8 % in total. Ambele lipaze s-au dovedit a fi omogene prin electroforezd pe gel de
poliacrilamida. Masele moleculare determinate au fost 39.000 si respectiv 44.000.

Lipazele bacteriene se pot purifica utilizdnd aceleasi tehnici. Astfel, lipaza-esteraza
din Lactobacillus casei a fost purificata de 54 de ori prin cromatografie de schimb ionic i
gel-filtrare. Activitatea maxima s-a inregistrat la 37°C si pH 7,2 [30].

Lipaza din Pseudomonas fluorescens s-a purificat prin ultrafiltrare, liofilizare si
cromatografie de schimb ionic pe o coloand cu DEAE-cellulose, realizdnd un factor de
purificare de 23,6 si un randament de recuperare a activitatii enzimatice de 12 %. Se
considera ca aceasta lipaza prezinta o deosebitd stabilitate termica gi chimica [31].

Lipaza din Acinetobacter species s-a purificat prin precipitare cu sulfat de amoniu
pana la saturatie de 50 %, dializd fatd de apa distilatd si gel-filtrare pe o coloand cu
Sephadex G-200, obtinandu-se doua picuri de activitate. Fractiunea ce contine majoritatea
activitatii lipazice s-a purificat in continuare prin trecere peste o coloand cu DEAE-
Sephadex, obtindndu-se un factor de purificare de 250, cu o recuperare a activitatii totale
de numai 2,3 %. Temperatura optima a enzimei a fost intre 30-33°C, iar pH-ul optim s-a
situat intre 8,25 si 8,50. Trebuie mentionat insa ca stabilitatea termica a lipazei purificate
este mai scazuti decat a celei initiale [32].

Lipaza din Staphylococcus aureus s-a purificat din filtratul de cultura prin
precipitare cu sulfat de amoniu pana la 70 % saturatie, dializd, cromatografie pe o coloani
cu hidroxilapatitd, ultrafiltrare, gel-filtrare pe Sephadex G-200 superfin si gel-filtrare pe
Sephadex G-150 superfin. S-a obtinut o singurd fractiune de lipaza, cu un factor de
purificare de 385 si un randament de recuperare a activitatii totale de 25 % in raport cu
filtratul culturii initiale. Masa moleculara, determinatd prin gel-filtrare, este 34.000,
punctul izoelectric la pH 9,7, iar temperatura optimi s-a determinat a fi 60°C pentru
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hidroliza trioleinei. Lipaza obtinutd nu prezintd specificitate pentru pozitiile 1 si 3 ale
trigliceridelor, hidrolizand tot asa de bine i 2-monooleina [33].

Lipaza intracelulara din Streptococcus thermophilus a fost eliberatd prin actiunea
presiunii asupra celulelor congelate, urmata de fractionare prin centrifugare la 48.000 g
timp de 10 minute. Temperatura si pH-ul optim ale acestei enzime sunt 45°C, respectiv 9,0.
S-a demonstrat ca activitatea ei este mai mare fata de tributirina decat fata de trigliceridele
cu catend lunga ca uleiul de masline, uleiul de soia sau uleiul din germeni de porumb [34]

Din datele care au fost prezentate se poate trage concluzia cé lipazele microbiene
pot fi purificate pdnd la omogenitate, utilizdind tehnici de precipitare fractionata si
cromatografice. Dintre procedeele cromatografice cele mai utilizate sunt cromatografia pe
gel, cromatografia de schimb ionic §i cromatografia de interactiune hidrofobd, in general
fiind preferatd o combinare a acestora pentru a realiza purificiri avansate. In acest mod s-au
obtinut grade de purificare de la citeva zeci la citeva sute, dar trebuie mentionat ci nu se
poate evita denaturarea unei parti din enzimd, ceea ce se reflectd prin randamente de
regasire a activitdtii enzimatice totale in general sub 10 %. Majoritatea preparatelor
enzimatice comerciale de origine microbiand sunt de provenientd fungicd, de aceea si
metodele de purificare sunt mai bine puse la punct in cazul acestora.

1.2. Obtinerea, purificarea si caracterizarea lipazelor pancreatice

Cu toate cd o serie de organe si tesuturi animale contin lipaze, importanta cea mai
mare o prezinta lipazele pancreatice. Cea mai studiati este lipaza din pancreas de porc, atét
datorita concentratiei sale ridicate (2,5 % din totalul proteinelor prezente in sucul
pancreatic), ct si randamentului bun cu care poate fi izolata [1].

Continutul in lipazd pancreaticd pentru diferite specii de animale, prezentat in
tabelul 1.7, aratd diferente de pana la 10 ori in ce priveste activitatea (exprimatd in pmoli
acid gras eliberat intr-un minut) raportaté la 1 g pancreas proaspat [35].

Tabelul 1.7. Continutul de lipaza pancreaticé in glandele pancreatice ale diferitelor specii

de animale.
Specia Activitatea lipazica
(unitaty/ g pancreas proaspat)
Porc 13.000
Pui 9.000
Iepure 4.700
Cal 4.300
Bou 2.800
Qaie 1.750

Este deci evident cd cea mai avantajoasd metodd pentru obtinerea de lipazi
pancreatica este izolarea si purificarea ei din pancreas de porc. Trebuie aritat ci pancreasul
contine si alte enzime, cum ar fi: monoglicerid-lipaza, carboxilesteraza, colesterol-esterazi,
care de asemenea catalizeaza hidroliza di- si trigliceridelor, dar sunt diferite de triglicerid-
lipaza care ne intereseazd. Ele sunt in general mai putin specifice in privinta esterilor
primari in raport cu cei secundari, au randamente scizute de recuperare si utilizeazi de
preferintd substraturi solubile [36]. S-a constatat ca intr-un preparat proaspit de pancreas,
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obtinut prin extractia pancreasului macinat cu solutie tampon Tris/HCI 0,05 M de pH 8,0 si
centrifugare, activitatea lipazica a fost de 2,7 ori mai mare decét cea esterazica [37].

Procedeul initial pentru izolarea, purificarea §i caracterizarea lipazei din pancreas
de porc, elaborat de Desnuelle s.a. in 1957, cuprindea obtinerea unei pudre acetonice,
precipitarea fractionatd cu sulfat de amoniu, acetoni §i alcool si electroforezd pe gel de
amidon. Aceasta tehnologie a fost modificata in cursul anilor, ajungandu-se la o varianta
finala ce cuprinde ca prima etapa o degresare avansatd a pancreasului prin extractie cu
solventi [35]. Rezultatele cele mai bune s-au obtinut prin degresarea pancreasului inainte
de extractia cu apa a lipazei. Aceasta etapa trebuie facutd cu multa atentie, pentru a obtine
probe de lipazd reproductibile. Au fost detectate lipide mai strins legate, care riman
asociate cu lipaza in timpul purificérii din pancreasul omogenizat. Este recomandabil a se
controla continutul total de lipide ramase, care se pot extrage cu amestec CHCIl;/MeOH
(2/1 in volume). Trebuie reamintit cd pulberea acetonicd pancreaticd nu este lipsita de
grasimi, deoarece acetona singurd nu este un solvent universal pentru lipide.

Extractele apoase de lipazd, obtinute in continuare si contindind 1 mM
diizopropilfluorofosfat (DFP) s-au fractionat cu sulfat de amoniu, indepartindu-se un
fosfolipid cu caracter acid prin repartitie intre n-butanol si sulfatul de amoniu. Apoi
urmeazd cromatografia pe DEAE-celuloza (la pH 8,0), gel-filtrare pe o coloand cu
Sephadex G-100 si o separare a izoenzimelor lipazei prin cromatografie pe CM-cellulose,
eluarea faicandu-se cu un gradient de pH intre 5,0 si 5,3. Utilizarea unor inhibitori ai serin-
proteinazelor cum ar fi DFP sau benzamidind si fenil-metil-sulfonil-fluorura in cursul
tuturor acestor etape de purificare, pentru a preveni proteoliza lipazei, este esentiala.
Aceeasi metodd, fard prima etapa de degresare, este aplicabila §i pentru obtinerea lipazei
din sucul pancreatic.

Conform unui brevet german [38] lipaza pancreatica se poate obtine prin autoliza si
degresarea simultani a tesutului pancreatic tocat, utilizind un amestec de solventi. Astfel,
100 kg pancreas congelat s-au tocat §i apoi s-au tratat cu 75 1 toluen si 25 | butanol timp de
4 ore la 15°C. Resturile de tesuturi s-au eliminat prin centrifugare, iar solutia alba laptoasa
de supernatant s-a precipitat cu acetona. Precipitatul s-a uscat, obtindndu-se un randament
de 10 %, raportat la pancreas. Intr-o altd varianti a procedeului, amestecul de solventi a
fost constituit din 75 I toluen sau hexan, 15 I acetona si 20 | butanol, obtinindu-se de data
aceasta un randament de 11,8 %, dar o activitate putin mai mica.

O reteta pentru obtinerea lipazei din pancreas de porc a fost elaboratd de Meyer s.a.
[39]. 5 kg de glande pancreatice de porc se racesc la 0°C in cel mult 4-6 ore de la
sacrificarea animalului. Mentindndu-se la aceastd temperaturd, glandele se curatd de
tesuturile grase si conjunctive si se macind de cateva ori pana se obtine o pasta destul de
fluidd (cca 2,5 1). Aceasta se agita timp de 4-6 ore cu 2,5 1 acetond §i apoi se
centrifugheaza. Reziduul se extrage de inca 3 ori cu acelasi volum de acetoni, de 2 ori cu
amestec acetona-eter etilic 1:1 gi de doua ori cu eter. Produsul se usuca timp de 48 de ore in
vid, obtindnd o pudra. Se poate obtine un preparat solubil, daca se trateaza aceastd pudri cu
o solutie de glicerina 87 %. Atat pudra cét si solutia in glicerina sunt la fel de stabile ca
activitate.

Pentru purificarea lipazei pancreatice se propune urmétoarea succesiune de etape:

- 60 g pulbere pancreaticd se extrag timp de 36 de ore la 4°C cu 840 ml solutie
MgSO4 0,1 M, la care se adaugd 1 ml toluen si 2 picaturi alcool decilic. Materialul
insolubil se elimind prin centrifugare, iar supernatantul se aduce la pH 4,5 cu HCI 0,1 N.

- la solutia rece se adaugad 1 | amestec api-acetond (60 % in volume) ricit in
prealabil la -20°C. Se agitd 20 de minute, se centrifugheazd §i se indepirteazi
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supernatantul. Nu se poate preveni din pacate pierderea a 28 % din activitate in aceastd
etapa. .

- precipitatul se amesteca, incet, cu 730 ml apa distilata racitd la 0°C, se agitd 10
minute si apoi se centrifugheaza. Supernatantul se arunca.

- precipitatul se trateazd cu 40 ml solutie MgSO4 0,5 M apoi cu 320 ml api cu
gheatd si 12 ml acid acetic 0,2 M. Se agita 10 minute si se centrifugheaza. Enzima se afla
in supernatant, careia i se adaugd un volum egal de apd distilatd, iar materialul care
precipitd se elimina din nou prin centrifugare.

- supernatantului i se adaugé 1,4 1 apa cu gheata continand 12 ml acid acetic 0,2 M
si se agita 15 minute. Putinul precipitat care se formeaza se izoleaza prin centrifugare. El
contine 21,5 % din activitatea extractului brut, iar factorul de purificare este 17,2.

Tehnologia purificarii a fost imbunétatitd de Verger s.a., conform unei proceduri ce
contine urmitoarele trei etape: obtinerea pancreasului degresat, extractia lipazei si
purificarea prin afinitate utilizdnd granule-de sticld hidrofobd si cromatografie pe
DEAE - Cellulose [36]. Rezultatele acestei purificéri sunt prezentate in tabelul 1.8.

Tabelul 1.8. Rezultatele purificarii lipazei din pancreas de porc [36]

Procedeul de Volum Activitate | Proteine totale Activitate Randa-
purificare (ml) totald® (mg) specifica ment
(Unitati x 10 (Unitat/mg) | (%)
Extractia pancrea-
sului degresat 190 + 7 96 + 13 (1,1 £0,1)x10™ 87 100
Concentrarea
eluatului de pe
granulele de sticla | 107+16 35+ 14 220 £ 90 1590 36
Cromatografia pe
DEAE-celuloza
Fractiunea I 189 21,1 33,0 6360 7,3
Fractiunea II 170 9,7 17,1 5610 33
Fractiunea III 224 12,4 24,0 5120 4,3

"0 unitate de activitate inseamni 1 umol acid butiric eliberat intr-un minut

Fractiunea I obtinutd in urma cromatografiei pe DEAE-cellulose s-a dovedit a fi
omogend In cromatografia pe gel de poliacrilamida si identicd cu izoenzima cunoscuti sub
numele de lipaza B, avand mai putin de 2 % colipazi. Reprezinta 40 % din lipaza purificata
obtinuta. Fractiunea III contine doui izoenzime, lipazele A si B in amestec cu aproximativ
50 % colipaza. Fractiunea II contine de asemenea o cantitate apreciabild de colipaza. Daca
se considera necesar, ele pot fi purificate in continuare pentru eliminarea colipazei, dar
trebuie mentionat ci contaminarea cu colipazd este caracteristici pentru majoritatea
lipazelor pancreatice purificate.

Contaminarea cu colipaza se poate determina prin aducerea pH-ului la 2,0 sau prin
incilzire la 70°C timp de 30 minute, conditii in care lipaza se dezactiveaza, in timp ce
colipaza este stabild. Dupa aceasta se ia cite o probd din aceste preparate §i se determina
influenta lor asupra activitatii lipazei pure. Intrucét existi o diferenta a activitatii lipazei in
prezenta sarurilor acizilor biliari in absenta colipazei (activitate directd) si in prezenta unui
exces de colipazd adaugatd (activitate potentiald), se poate estima colipaza prezentd in
preparatul de baza. Este probabil ca prezenta unor cantititi variabile de colipazi in probele
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de lipaza este legata de eficienta primei etape de degresare. Acest lucru este demonstrat de
faptul cd dacad obtinerea lipazei s-a ficut din sucul pancreatic lipsit de lipide, nu s-a
observat contaminarea cu colipaza.

Lipaza formeazad cu colipaza un complex in raport molar de 1:1. Constanta de
disociere a legaturii, care este atit electrostatica cat s1 hidrofoba, este de 5x107" M in solutie
tampon. In solutie de saruri ale acizilor biliari, aceasta legituri este mai slabi insi in
prezentd de acid oleic devine de aproape 100 de ori mai puternica, acelasi efect avandu-1 si
alte lipide, ceea ce explica dificultatea separdrii lipazei de colipza in prezenta lipidelor. S-a
demonstrat ca in prezenta colipazei in lipaza are loc o modificare de conformatie [40].

Colipaza are un rol esential in digestia grasimilor din organism. Se stie cd lipaza
pancreatica hidrolizeaza grasimile la interfata lipid-apa a miceliilor. Adsorbtia lipazei la
aceastd interfatd este inhibata de sirurile acizilor biliari. Colipaza elimina efectul inhibitor
servind ca o "ancord" pentru lipaza la aceasta interfatd [41].

S-a mai propus §i o altd metoda de purificare a lipazei din pancreas de porc, prin
cromatografie de afinitate utilizdnd un derivat de acid fenilboronic. Procedeul poate fi
utilizat in diferite etape ale purificérii. S-a determinat o crestere a activitatii specifice de 20
de ori [35].

1.3. Structura proteici a lipazei si conformatia centrului activ

Cele mai multe studii referitoare la structura §i mecanismul de actiune au fost
efectuate asupra lipazei pancreatice. S-a stabilit ca ea este constituitd din doud izoenzime,
lipaza A si lipaza B care diferd doar prin faptul ci lipaza A este mai acida. In stare normala,
asa cum s-a aratat, aceste doud enzime sunt asociate cu cite o coenzima. Aceste coenzime
sunt constituite din catene polipeptidice aproape similare, avand masa moleculara in jur de
11.000 [42].

Masa moleculari a lipazei din pancreas de porc a fost estimatd la 45.000-50.000
[43]. Structura primara completd a lipazei pancreatice a fost determinatd de De Caro s.a
[44]. S-a stabilit ca ea este formata dintr-un singur lant de 449 aminoacizi. Aceasti
secventd corespunde unei mase moleculare a enzimei de 49.859, la care se adauga un rest
de hidrati de carbon (restul de glucan) cu masa moleculara in jur de 2.000, cea ce da o masa
moleculari totald in jur de 52.000. Au fost determinate structurile primare §i pentru o serie
de lipaze de origine bacteriana [52-54 ] sau fungica [55, 56].

In ce priveste succesiunea aminoacizilor in secventa primara a lipazei pancreatice,
doud aspecte trebuie mentionate : regiunea (206-217) in care succesiunea a 11 aminoacizi
hidrofobi este Intrerupti de un singur rest de asparagina si regiunea (336-349) in care exista
o alternare regulatd a aminoacizilor polari i nepolari [35].

Lipaza pancreatica contine 14 resturi de cistin, a céror distributie este neuniforma.
Ele formeaza sase punti disulfidice prin legéturi S-S, riminind doud grupiri SH libere.

Dintre acestea, prima grupare SHj a fost localizatd pe Cys-181 si se considerd ci
rolul ei nu este important pentru activitatea lipazei. Pentru cea de-a doua grupa tiolicd SHy
s-a sugerat existenta a doi izomeri, SHy fiind fie pe Cys-101 fie pe Cys-103. Rolul acestei
grupe in activitatea catalitica a lipazei nu este inca elucidat.

Reprezentarea schematicd a lantului polipeptidic al lipazei pancreatice, cu
localizarea gruparilor sulthidril si a puntilor disulfidice este data in figura 1.1. [45].
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Figura 1.1. Structura primara a lipazei pancreatice

Referitor la structura secundard a lipazei pancreatice, s-a presupus o structurd
a-elicoidald doar pentru 5% din lantul peptidic, lucru confirmat de datele de dicroism
circular. Energia de formare a structurilor secundare s-a interpretat ca fiind legatd de
posibilitatea de existentd a doud domenii separate al caror punct de demarcatie este situat
intre resturile de aminoacizi 240-320 [45].

Raspunsul final la problemele de structura a lipazei il vor da probabil studiile de raze
X [35]. Structura tertiard a lipazei cristalizate din Geothricum candidum a fost determinata
printr-o asemenea metoda. S-a stabilit ¢d molecula enzimei are o forma elipsoidald, cu
dimensiunile 50 x 50 x 70 A si poseda o deschizituri largi in dreptul centrului moleculei,
unde se presupune ca ar fi localizat centrul activ [57].

In ce priveste structura centrului catalitic activ al lipazei i a resturilor de aminoacizi
implicate in activitatea catalitica, la inceput nu s-au putut face decdt supozitii [2]. S-a
presupus cé lipaza este enzima de tip serind-histidind ca multe alte esteraze i proteinaze
cum ar fi chimotripsina sau elastaza. Lipaza pancreaticd nu este inhibatd de diizopropil-
fluorofosfat (DEP), inhibitorul standard al esterazelor care au serina drept aminoacid reactiv
in centrul activ, insd este inhibata de dietil-p-nitrofenil-fosfat (DNP) [2]. Asa cum s-a
demonstrat ulterior, DEP reactioneazi cu tirozina neesentiald Tyr-49, in timp ce DNP
reactioneaza cu serina esentiald Ser-152, aceeasi care probabil participa la fixarea la interfafa
a lipazei in secventa His-Ser-Leu-Gly (151-154) [44].

In ultimii 20 de ani insa s-au facut pasi importanti in directia elucidari compozitiei
centrului activ al lipazelor. S-a stabilit ci toate lipazele a cidror structurd primard a fost
determinatd posedd secvente omoloage, dintre care una semnificativa de tip His-X-Y-Gly-

24

BUPT



Z-Ser-W-Gly sau Y-Gly-His-Ser-W-Gly (W, X, Y si Z fiind aminoacizi nespecificati)
fiind conservata in toate aceste enzime [58].

Prezenta histidinei 1n centrul activ a fost confirmata de determmarlle activitatilor
lipazice dupd modificarea selectivd a acestui aminoacid prin fotooxidare [59], reactie cu
etoxiformiat [60] sau cu dietil-pirocarbonat [61]. S-a studiat de asemenea activitatea lipazei
din pancreas de porc fatd de doua substraturi, p-nitrofenilacetat si tributirat de glicerina si
dependenta acestora de etoxiformilarea histidinei [46]. Anhidrida etoxiformica
reactioneazi rapid cu resturile de histidina din moleculele proteice. In cazul lipazei aceasta
reactie duce la inactivarea enzimei. S-a stabilit cd fragmentul care constituie secventa
C-terminala a lipazei (336-449) pastreaza capacitatea lipazei de a cataliza hidroliza
p-nitrofenilacetatului. Primul rest de histidina care reactioneaza cu anhidrida etoxiformica,
atat in lipaza cit si in acest rest, a fost His-354. S-a observat disparitia activitatilor fata de
p-nitrofenilacetat, insd mentinerea nealteratd a activitdtii enzimei fatd de tributirina.
Utilizdnd un exces mai mare de anhidrida etoxiformici, s-au etoxiformilat alte doud resturi
de histidina ale lipazei, His-156 si His-175, iar hidroliza tributirinei a fost inhibata. Prin
tratare cu hidroxilamina s-a reactivat in mare parte atét lipaza cit si fragmentul de lipaza.
Prin aceste rezultate s-a demonstrat cé cele doud activitdti nu sunt asociate aceluiasi centru
activ, deci lipaza pancreaticd are doi centri activi: unul pentru hidroliza trigliceridelor si
unul pentru hidroliza p-nitrofenilacetatului.

Mecanismele asociate acestor doud tipuri de catalizd s-au presupus a fi diferite: in
cazul hidrolizei trigliceridelor lipaza impreund cu centrul ei activ posedd un domeniu
topografic delimitat, reponsabil de interactia enzimei cu interfata lipid-apa. Aceastad
interactie este urmata de activarea enzimei. In cazul actiunii lipazei asupra p-nitrofenil-
acetatului, actiunea este mult mai simpld, insd activitatea enzimei mult mai micid (6 %
raportati la hidroliza tributirinei). In ce priveste rolul restului Ser-152, s-a considerat ca
sunt necesare investigatii suplimentare.

Referitor la inhibarea activitatii de hidrolizd a tributirinei se pot formula doua
ipoteze [46]:

1. His-156 si/sau His-75 fac parte din centrul activ si acilarea duce la impiedicarea
functionarii lor (lui) in acest sens.

2. Etoxiformilarea determind modificiri conformationale in arhitectura moleculara,
care nu sunt favorabile formarii centrului activ.

O altd confirmare a prezentei histidinei In centrul activ este faptul ca valorile pK
pentru resturile de aminoacizi responsabile pentru actul catalitic au fost raportate de mai
multi autori ca fiind Intr-un domeniu specific histidinei [62, 63].

In ce priveste prezenta serinei in centrul activ, aceasta a fost confirmata de influenta
asupra activitatii lipazei a derivatizarii cu dietil-p-nitrofenilfosfat [64], utilizarii unor
inhibitori specifici pentru serind [65], reactiei cu diizopropilflourofosfat [66] sau
alchilizocianati [67]. Plecandu-se de la pierderea activitatii enzimatice prin modificarea
chimica a restului Ser-152 a lipazei din pancreas de porc, s-a presupus rolul esential al
acestui rest in catalizd, dar alti autori au acreditat ideea rolului sdu in asa-numita
"recunoagstere la interfatd", avansandu-se ideea existentei unui "centru de recunoastere",
distinct din punct de vedere topologic de centrul catalitic activ si controlat de Ser-152. Un
studiu efectuat asupra lipazei din pancreas uman a demonstrat ca in acest caz, Ser-152 este
restul nucleofil esential pentru cataliza, facand parte dintr-o triadd Asp-Ser-His, care este
analoaga chimic, dar diferita structural de cea din serin-proteinaze [47].

Lucrérile aparute In ultima vreme referitoare la strucura tridimensionala a lipazelor
cautd si explice cum pot niste enzime solubile si actioneze la suprafata unor lipide. Inci in
1958, Desnuelle a sugerat ca actiunea lipazelor trebuie consideratd mai curdnd in suprafata
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bidimensionald a unui miceliu decdt in volumul tridimensional al unei solutii. Ultimele
cercetiri par si demonstreze aceastd viziune, sustindnd varianta acestei schimbari
conformationale fatd de forma solubila, atunci cidnd lipaza se leaga de interfata [48]. Este
cunoscuti cresterea importanta a activitatii lipazei la interfata lipid-apa, fenomen cunoscut
sub denumirea de "activare la interfatd". Din fericire, dupd 1994 au fost determinate
structurile tridimensionale pentru mai mult de 10 tipuri de lipaze, prin studii de raze X
[111]. Pe baza unui asemenea studiu efectuat asupra lipazei din pancreas uman si a celei
microbiene din Rhizomucor miehei s-a determinat cd in ambele enzime centrii activi contin
triade Asp-Ser-His cu structurd omoloaga, care sunt complet ecranate datoritd unui scurt
segment elicoidal. Autorii presupun ci in momentul activirii la interfatd are loc deplasarea
acestui "capac" elicoidal si centrul activ al enzimei este dezecranat [49]. Atunci cand lipaza
actioneaza intr-un solvent organic, de exemplu etanol sau 2-(2-etoxietoxi)-etanol continidnd
trioleind, nu se observa acesta activare la interfata chiar daca concentratia trioleinei creste
peste limita sa de solubilitate in mediul respectiv, deci are loc formarea interfetei. Acest
fapt s-a explicat prin faptul cé in solventi organici nu are loc adsorbtia enzimei la interfata,
probabil datoritd absentei efectului hidrofob care este forta motrice a adsobtiei lipazei din
solutii apoase la intefete hidrofobe. Absenta adsobtiei la interfata si a activirii la interfata
sugereaza faptul céd acel “capac”elicoidal rdmane inchis, determinand reducerea activitatii
in mediile organice [108].

In ce priveste structura cuaternard a lipazelor, existi date experimentale ce
demonstreazi cd unele lipaze pot fi constituite din doud [68], patru [69] si chiar sase [52]
subunitati. De asemenea, unele lipaze pot fi asociate cu resturi glicozidice ca in cazul
lipazei pancreatice [44], sau cu resturi lipidice [70].

1.4. Specificitatea lipazelor

Exista cinci tipuri de specificitate a lipazelor [71]:

- specificitate in functie de clasele de lipide;

- specificitate de pozitie;

- specificitate in functie de natura acidului gras;

- stereospecificitate;

- specificitate combinata a celor mentionate.

Primul tip este mai putin raspandit, existdnd totusi anumite lipaze care manifesta
selectivitate fatda de o anumitd clasid de gliceride, de exemplu o lipazd din Penicillium
cyclopium fatd de monogliceride [26].

In privinta specificitatii de pozitie, lipazele obtinute din surse naturale pot fi
nespecifice sau pot manifesta specificitate fatd de pozitiile 1,3 respectiv 2 ale
trigliceridelor. Cele nespecifice hidrolizeaza in mod egal toate cele trei legaturi esterice,
exemple din acestd categorie fiind lipazele din Chromobacterium viscosum [72],
Pseudomonas fluorescens [73], Candida cylindracea [74], Geothricum candidum [75] si
Penicillium cyclopium [76, 77). in schimb, s-a demonstrat ci lipaza pancreatici manifesta o
specificitate de pozitie, hidrolizidnd preferential legaturile esterice din pozitiile 1 si 3 ale
trigliceridelor. Secventa de reactie a hidrolizei trigliceridelor este cea redata in figura 1.2.
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Figura 1.2. Secventa reactiei pentru hidroliza trigliceridelor, catalizata de lipaza
pancreatica

Reactia (a) este foarte rapidd, (b) are loc cu viteza sciazutd, iar (c) foarte scizuta.
Faptul ca hidrolizatele de gliceride contin §1 1-monogliceride, trebuie atribuit izomerizarii
2-monogliceridelor respective in timpul lipolizei. Alte lipaze care manifesta 1,3-
specificitate sunt cele provenite din Rhizopus arrhizus [77, 78], Aspergillus niger [75, 76,
79], Rhizopus delemar [75, 76] si Mucor miehei [79]. Specificitatea fatd de pozitia 2 a
trigliceridelor este Intdlnitd extrem de rar.

O serie de lipaze au proprietatea de a ataca preferential acele legaturi esterice in
urma hidrolizei carora sunt pusi in libertate acizi grasi cu o anumitd lungime a catenei
hidrocarbonate sau cu un anumit grad de nesaturare. Este acceptat in general faptul ci
lipaza pancreaticd manifesta o specificitate in functie de lungimea catenei hidrocarbonate a
esterilor acizilor grasi din trigliceride. Cei cu catend scurtd sunt hidrolizati mai repede
decét cei cu catena lunga, viteza maxima inregistrdndu-se in cazul tributirinei [38]. Lipaza
din Mucor miehei manifestd specificitate fata de acizii grasi C4 §i Cg [80]. Datele
experimentale au aritat ca lipazele din Candida rugosa, Aspergillus niger si Rhizopus
arrhizus manifestd in reactiile de esterificare o specificitate ce are formd de clopot, cu
maximul de activitate centrat asupra alcoolilor cu catend de 6, 4 si respectiv 2 atomi de
carbon [81]. Putem avea si specificitate bimodala, atunci cand existd doud zone de lungimi
de catend preferate de lipazd, de exemplu pentru C;-Cy4 si Cg-Cio in cazul lipazelor din
Penicillium cyclopium si Rhizopus delemar [58]. Ea se poate explica prin existenta mai
multor centri activi in molecula lipazei [47]. In general insa trebuie mentionat ci acest tip
de specificitate variaza foarte mult in raport cu natura lipazei i tipul reactiei catalizate, de
aceea trebuie determinat pentru fiecare caz in parte.

La aceeasi lungime a catenei hidrocarbonate, lipaza pancreatica si o serie de alte
lipaze manifestd specificitate pentru esterii acizilor grasi nesaturati, iar viteza cu care este
atacat substratul pare sa creasca cu numarul de duble legaturi din catena hidrocarbonata
[58]. Totusi unele studii mai complete au aratat ca de fapt si aici avem o distributie sub
forma de clopot a vitezei de reactie asupra substratului in functie de numarul de legaturi
duble din catena hidrocarbonata [72]. Dupa unele surse, exista si lipaze cu specificitate
numai pentru acizii grasi C;g cu o dubla legiturad in pozitia cis-9, care deci vor duce la
obtinerea doar a acestor acizi in urma hidrolizei [83]. Prin imobilizare, specificitatea fata de
acizii grasi se poate schimba, de exemplu lipaza din Mucor miehei imobilizatd pe un
schimbator de ioni de tip Duolite manifesta activitate de hidrolizd mai mare in directia
acizilor saturati Cy4 §i Ci¢ decat enzima libera [82].

Proprietatea de enantiospecificitate a lipazelor nu a fost cunoscuta multd vreme,
insa la ora actuala exista o literatura extrem de bogata referitoare la sinteze enantioselective
catalizate de lipaze [84]. Majoritatea acestora se referd la obtinerea unor alcooli si esteri
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optic activi prin rezolutia unor substraturi racemice netrigliceridice. O parte dintre acestea
vor fi mentionate in capitolul referitor la aplicatiile reactiilor catalizate de lipaze.

In multe reactii enantioselective catalizate de lipaze, s-a observat obtinerea acelorasi
izomeri, ceea ce pe de o parte confirmd structura asemandtoare a lipazelor, iar pe de altd
parte conduce la ideea cd in unele situatii se poate enunta o reguld care sia prevada
enantiomerul ce se va obtine.

Aceastd reguld empirica se referd la alcoolii secundari §i se bazeaza pe diferenta de
mirime a substituentilor de la atomul de carbon secundar. Formularea regulii se face pe
baza reprezentarii schematice a orientarii substituentilor de la atomul de carbon mentionat
[300].

Céand gruparea hidroxilicd este in afara planului hartiei, enantiomerul care este ales
de lipaza §i care va reactiona cel mai repede este acela care in dreapta gruparii -OH are
substituentul cel mai voluminos (M), respectiv in stdnga gruparii -OH substituentul mai
putin voluminos (m).

Gradul de enantioselectivitate variaza pentru diferiti alcooli §i enzime, insi toate
lipazele testate au reactionat conform regulii de mai sus.
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2. Cinetica si mecanismul reactiilor catalizate de lipaze [310]

In general, viteza initiald (v) a unei reactii enzimatice creste cu concentratia
substratului (S) pana la o limita superioarda (V). Curba care reda dependenta v = f (S),
denumita curbd Michaelis, are forma unui arc de hiperbola echilatera a carei asimptota este
orizontala. Interpretarea acestui fenomen este cd enzima (E) adsoarbe reversibil substratul
pentru a da un asa-zis complex enzima-substrat ES*, iar produsul reactiei (P) este eliberat
pe masura formarii sale, odatd cu regenerarea enzimei libere. Viteza de reactie este deci
proportionald cu numarul moleculelor complexului §i curba Michaelis poate fi asimilata cu
o izoterma de adsorbtie [85-89]. ;

E+S — ES¥* —— E+P

Un caz particular il reprezintd insd acele reactii enzimatice unde substratul este
insolubil in api, reactia avand loc deci Intr-un mediu eterogen. O astfel de reactie este
hidroliza trigliceridelor acizilor grasi catalizatd de lipaza pancreatica si s-a constatat ca
lipaza face parte dintre acele enzime care actioneazi preferential asupra substraturilor
emulsionate. Acest lucru face ca emulsifierea cit mai buna a substratului sd fie esentiala
pentru buna desfasurare a lipolizei, motiv pentru care este indicatd prezenta in sistem a
unui emulgator.

In cazul enzimelor care actioneazi intr-un mediu eterogen, cum ar fi lipaza, nu mai
putem vorbi despre o concentratie de substrat propriu-zisa, dar s-a constatat cd viteza de
hidrolizd creste cu cantitatea de fazd emulsionatd, tinzdnd spre o valoare limita. S-a
demonstrat ca prima etapa a catalizei este si de aceastd datd o adsorbtie specifica ce duce la
formarea unui complex enzimi-substrat, numai cd in loc de adsorbtia substratului la
enzima are loc adsorbtia enzimei la interfata dintre substratul emulsionat si faza apoasi in
care se gaseste enzima. Cand cantitatea de fazd emulsionata este mica, majoritatea enzimei
ramane In solutie §i viteza de hidrolizi este redusa. Crescand cantitatea de faza emulsionata
se favorizeaza adsorbtia lipazei si viteza de hidrolizd creste pand in momentul cind toate
moleculele de enzima se gisesc fixate la interfata, exercitindu-si actiunea catalitica [110].

In cazul reactiilor catalizate de lipaze in solventi organici, sistemul de reactie se
poate prezenta, in principiu, in doud variante:

- sisteme de reactie bifazice in care substratul insolubil in apd, dizolvat intr-un
solvent sau substratul lichid insusi, este amestecat cu o solutie apoasa de lipaza [90].

-sisteme de reactie in care enzima este suspendatd intr-un solvent organic sau
solubilizata prin intermediul unui miceliu invers, existand doar o cantitate mica de apa care
este dispusd In jurul macromoleculei enzimatice pentru a mentine conformatia catalitic
activa [91]. .

Se remarca faptul ca, in ambele situatii, actiunea lipazei are loc In mediu eterogen,
la interfata a doua faze nemiscibile, dintre care una este constituitd din apa. Rezulta in mod
logic ca cinetica §i mecanismul reactiilor catalizate de lipaze in solventi organici nu pot fi
bine intelese fira o aprofundare a cineticii hidrolizei trigliceridelor emulsionate, care a fost
foarte mult studiatid, mecanismele proceselor fiind probabil asemanitoare sau identice.
Bineinteles ca fiind vorba de un proces extrem de complex, in care intervin o multime de
factori, modul de abordare a studiului cinetic diferd mult de la autor la autor, iar uneori si
concluziile la care se ajunge sunt diferite. In continuare vor fi prezentate citeva modele
cinetice din literatura de specialitate care au fost considerate semnificative pentru reactiile
catalizate de lipaze.
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2.1. Cinetica hidrolizei trigliceridelor emulsionate

Una din caracteristicile cele mai importante §i interesante ale acestor reactii o
constituie activarea enzimei la interfata. Diferenta esentiald dintre lipaze si esteraze este
chiar aceasta activare la interfatd in cazul primelor. Aceastd particularitate apare nu numai
in cazul emulsiilor ci de exemplu si la adsorbtia gliceridei pe granule sferice de sticla
siliconici, situatie in care se formeaza de asemenea o interfatd. S-a aritat cd in acest mod
viteza de hidrolizi a tripropionatului de glicerind creste de 1000 de ori [92].

Definirea §i maésurarea concentratiei substratului insolubil constituie un prim
obstacol in calea studierii cineticii enzimatice la interfata. In cinetica Michaelis - Menten
clasicd, concentratia substratului se exprima in moli/l. Reactiile care au loc la interfata ulei-
apa dobandesc un caracter bidimensional, ceea ce determind o dependentd importanta a
cineticii de starea fizica a substratului §i nu atat de concentratia lui.

Pentru a explica mersul lipolizei, o serie de cercetitori au propus o adsorbtie
reversibilad la, sau o patrundere a enzimei in interfatd. Pe langa aceasta, s-a presupus ci
prima etapi precede formarea complexului enzima-substrat §i poate fi In anumite conditii
etapa determinantd de viteza.

Un model cinetic al actiunii enzimei la interfata este prezentat in figura 2.1. [93].
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Figura 2.1. Modelul cinetic al actiunii lipazei la interfata ulei-apa

Au loc doui echilibre succesive. Prima consti in patrunderea enzimei solubilizate
in api in interfata (E¥= E*). In al doilea echilibru, o molecula de enzima patrunsi in
interfata leagd o molecula de substrat, dind complexul E*S. Acesta reprezinta echivalentul
echilibrului Michaelis-Menten clasic in sistem bidimensional. Odatd ce s-a format
complexul E*S are loc etapa catalitica, regenerand enzima in forma E* odata cu eliberarea
produsilor. Ulterior, la aceastd schemi s-a adiugat o etapi de transformare a enzimei din
forma E* intr-o forma inactiva Ej*, fapt constatat experimental intr-o serie de cazuri. Ca o
consecintd a acestor etape consecutive de pitrundere si inactivare, ne putem astepta ca
cinetica lipolizei sa fie controlata calitativ de o interfatd de adsorbtie , responsabild pentru
o perioadd initiald de raménere in urma si de o influentd de inactivare, care duce la
scdderea vitezei de reactie. Cineticile sunt strict liniare fie dacd cele douid influente se
echilibreazad temporar, fie dacd etapa de penetrare este rapida si viteza de inactivare este
neglijabila [93].

Se poate considera cd patrunderea enzimei In interfatd conferd enzimei o
conformatie noud (E*) avand o eficientd cataliticd mult marita fatd de enzima solubili (E).
Etapa de patrundere este deci distinctd de orice adsorbtie mai generald §i nespecifici ce
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putea sd o precede. Modificarea conformationala a fost confirmatd de masuratori
spectroscopice la anumite lipaze. Trebuie mentionat cd acest model este valabil nu numai
pentru enzimele lipolitice, ci §i pentru orice enzime solubile care actioneazad asupra unui
substrat insolubil.

Utilizand drept substrat o emulsie de ulei de masline, s-a demonstrat ca lipaza se
adsoarbe pe particulele emulsionate §i cd aceastd adsorbtie urmeazd o izoterma de tip
Langmuir [89].

In continuare s-a misurat activitatea lipazei in functie de cantitatea de emulsie
(exprimata in unitéti arbitrare). Corelatia observata dintre adsorbtie §i activitatea enzimei
poate fi exprimata prin urmatoarea schema [89]:

k, ks
E(solutie) + S (emulsie) «—— (ES)emusie —  produsi
ka

Asemainarea formala a acestei scheme cu binecunoscutul model Michaelis-Menten
a tentat multi cercetitori sa determine constantele Ky, si V.« pentru enzime ce actioneaza
asupra unor substraturi insolubile. Benzonana si Desnuelle au demonstrat influenta pe care
o are cantitatea de interfatd, determinatd de marimea picdturilor de emulsie, asupra
constantei Michelis K, . Ei au comparat vitezele de lipoliza in cazul unor emulsii grosiere

si fine si au gasit valori diferite pentru K, (fig 2.2, e---¢). Dacéd insd concentratia
substratului este exprimatd in unitdti de suprafatd/volum in loc de masid/volum,
reprezentdrile Lineweaver-Burk pentru cele doud emulsii ale aceluiasi substrat coincid si se

obtine o singura valoare K, indiferent de gradul de dispersie (fig 2.2, o---0) [110].
Importanta determindrii unei constante superficiale K, care sa aibd dimensiuni
exprimate in suprafati/volum in loc de masd/volum a fost pusa sub semnul intrebarii de alti
cercetatori. Astfel, Brockerhoff sustine ca o astfel de constanta K, trebuie si fie constanta
de disociere a complexului enzimi-interfata (k3 fiind foarte mic), fiind independenti de
natura chimica a substratului §i presupune ca exact aceleasi valori ale lui K, vor fi gasite
pentru combinatii cu totul diferite de interfata ulei-apa §i proteina, adica interfetele ulei-apa
s-ar comporta ca suprafete nespecifice care adsorb numeroase proteine cu aceeasi afinitate
[93]. Mattson sustine cd orientarea moleculei de ester la interfata ulei-apa si specificitatea
enzimei pentru substratul respectiv sunt principalii factori care determind viteza de
hidroliza. In realitate, se pare ci aceasta controversa este doar aparentd, deoarece nu s-a
investigat aceeasi etapa a reactiei lipolitice. Brockerhoff si Mattson au utilizat concentratii
superficiale saturate ale substratului, In care toate moleculele de enzima erau adsorbite la
interfata si au studiat afinitatea enzimei pentru substratul sau specific la interfata. De aceea,
el sustin, probabil In mod justificat, ca orientarea moleculei de substrat la interfata ulei-apa
este cel mai important factor al lipolizei. Benzonana si Desnuelle, pe de altd parte, au
studiat adsorbtia enzimei solubilizate in apa la interfata apa-lichid, etapa ce precede reactia
la interfatd §i au definit o constantd de afinitate intre enzima si interfatd, definitie ce
accentueaza influenta marimii suprafetei emulsiei asupra vitezei reactiei enzimatice.
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Figura 2.2. Reprezentarea Lineweaver-Burk pentru lipoliza a doua emulsii de ulei,
grosiera (e---e) si fina (o---0) [110]

Trebuie mentionat ci determinarea unei constante superficiale K, necesita
ca interfata ulei-apa si rimana neschimbata in cazul experimentului, deoarece cantitatea
enzimei adsorbite variazi 1n functie de calitatea interfetei ulei-apa. O obiectie mai serioasi
la propunerea lui Benzonana si Desnuelle de a determina valoarea constantei superficiale
K, In unitdti de suprafatd/volum este de naturd practicd si anume cd este relativ greu a se
determina precis aria suprafetei picaturilor de emulsie. In plus, daca se folosesc substante

tensioactive la stabilizarea emulsiei, exprimarea lui K, in unitati de suprafatid/volum este
indoielnica, deoarece nu se cunoagte suprafata ocupatd de emulgator la interfata.

Acesta este principalul argument pentru care cercetatorii care au studiat cinetica
reactiilor enzimatice la interfatd au cautat interfete ulei-apa care pot fi caracterizate mai
bine decat emulsiile.

Pana acum s-a discutat despre substraturi emulsionate, care favorizeaza formarea
unor picdturi de emulsie destul de mari. Pentru stabilizarea acestor emulsii se folosesc
adeseori cantitdfi mici de agenti activi de suprafata, care se concentreazi la interfata ulei-
apa si la atingerea concentratiei critice micelare formeaza sisteme micelare disperse. Aceste
solutii sunt transparente, prezentdnd marele avantaj cd miceliul poate fi usor atacat de
enzima si se obtin deseori cinetici liniare datoritd indepdartarii produsilor de reactie de la
interfata ulei-apa. In acest scop se utilizeaza, sapunuri, detergenti ca dodecilsulfonatul de
sodiu, saruri ale acizilor biliari, Triton X-100 si altele. In plus, micsorarea valorii pK a
acizilor grasi cu catend lungd in prezenta anumitor detergenti face posibild efectuarea
titrarilor continue in instalatii de tip pH-stat.

Pentru a explica activarea la interfata a lipazelor, care asa cum s-a aratat inseamnai o
crestere importanta a vitezelor de reactie, s-au emis o serie de ipoteze [93]:

a. Cresterea concentratiei moleculelor de substrat la interfata este cea mai
simpla si aparent logica explicatie, dar care nu poate, singurd, justifica cresteri ale vitezei
de reactie de 10°-10* ori.
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b. Sciderea energiei de activare prin agregarea substratului a fost sustinuta de
mai multi autori, considerdnd ci agregarea prin ea insdsi duce la scdderea entropiei
sistemului prin pierderea energiei de rotatie si de translatie si, in plus, orientarea moleculei
de substrat la interfatd favorizeaza mult mai mult interactiunea cu enzima decit in cazul
unor monomeri liberi aflati in solutie.

c. Starea de hidratare a substratului este mai redusa la interfat in raport cu cea
existentd in solutia apoasa. Deoarece se considera cd moleculele de apd care asigura
hidratarea substratului impiedica atacul enzimei, al carei centru activ este caracterizat de o
nucleofilicitate slaba, prin agregarea si dehidratarea substratului la interfatd viteza reactei
va creste.

d. Aria interfetei pe moleculi de substrat sau tensiunea superficiala constituie,
dupa unii autori, un factor determinant al vitezei de lipolizd. Determinarea experimentala a
acestei influente este insa destul de dificila §i rezultatele in aceastd directie nu sunt
concludente.

e. Orientarea si modificarea conformatiei enzimei la interfata pare o explicatie
logica a activarii enzimei, care cautd sd dobandeasca o orientare in care centrul siu activ sd
ajungd in contact cu o singurd molecula de substrat pe care o transformia. A fost emisa si
ipoteza prezentei unei zone, distincte in raport cu centrul activ §i responsabild pentru
fixarea reversibild a proteinei la interfatd [94]. Desnuelle a denumit aceasta zona centru de
recunoastere interfaciald, iar alti cercetdtori au adus dovezi experimentale in directia
existentei sale, asa cum se va discuta mai departe.

Kosugi si Suzuki au elaborat un model cinetic al reactiei de hidrolizd a
trigliceridelor, care poate reda evolutia In timp a acestor reactii [97].

Intrucat este dificil si se tini cont de existenta a doud reactii consecutive de
echilibru, desfasurarea in timp a reactiei poate fi privitd ca un proces de hidrolizi a
legaturilor esterice cu formarea unui acid si a unui derivat de alcool.

k
S +HO —— P +P,
k.

Deoarece lipaza hidrolizeazd numai legéturile esterice din pozitiile 1 si 3,
concentratia initiald de legaturi esterice hidrolizabile este: (LEH); = 2 - sq, unde prin sy am
notat concentratia initiala a trioleinei. Gradul de hidroliza la un anumit moment t al reactiei
poate fi exprimat prin urmatorul raport:

r = (LEH), /(LEH),

unde (LEH), reprezintd concentratia de legaturi esterice hidrolizate pana in momentul t
egala cu concentratia molara a acidului rezultat.

Reprezentand grafic gradul de hidroliza r in functie de timp rezultd o curba cu alura
hiperbolicd ce seaménd cu curba de saturatie a unei izoterme de adsorbtie si poate fi
descrisi de o functie de forma:

t
r=

= 2.1
at+b @1
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Cand t tinde spre infinit:

r:—:R (2.2)
a

deci punctul de saturare al hiperbolei corespunde gradului de hidroliza final, la echilibru,
R. Timpul T in care s-au hidrolizat jumatate din legaturile esterice disponibile este :

R__T (2.3)
2 aT+b
de unde rezulta:
T= E 2.4)
a

Ecuatia (2.1) poate fi rescrisa in functie de parametrii R §i T obtinand relatia (2.5),
care se poate liniariza, permitdnd determinarea valorilor parametrilor T si R din
reprezentarea grafica l/r = f(1/t):

t 1
r=- T > sau r=4"771 (2.5)
—t+— — 4+ ==
R R R Rt
l=1.1+_1_ (2.6)
r Rt R

Determinarea parametrilor R si T pentru un anumit sistem permite estimarea
gradului de hidroliza la un anumit timp de reactie, respectiv a timpului de reactie dupa care
se va atinge un anumit grad de hidrolizi. Considerand schema de reactie dati, se poate
exprima concentratia de produs format in functie de concentratia substratului:

[P11=[P2] = so-s unde s este concentratia de substrat in momentul t al reactiei.

Expresia ecuatiei de vitezd pentru reactia de hidrolizd a trigliceridelor, considerata
reactie de ordinul doi cu doua substraturi este :

ds
—a=k,[S][H20]—k_, (P, 1[P, ] (2.7)
Concentrafia apei se poate considera constantd, fiind mult mai mare decit a

esterului, deci ecuatia de viteza devine :

ds

—E-k; s—k_ (s, —s)° (2.8)

Gradul de hidroliza r la un moment dat t al reactiei se poate exprima in functie de
concentratia substartului s: ‘
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(2.9)

Pornindu-se de la ecuatia de viteza (2.8), au fost stabilite urmétoarele relatii pentru
constantele de viteza ale reactiilor directd si inversa, precum §i pentru variatia gradului de
hidroliza in functie de timp:

M=—3—~lm{—LJ (2.10)
R-2 T \3-R
1-R 1 ..
k,=—r- —k 2.1
-1 R2 SO 1 ( )
po_d-)°R 2.12)
1+(1-R)-«

unde:
)
a=|——-
3-R

Exista deci doud modalitati de a calcula gradul de hidrolizé in functie de timp, fie
cu ajutorul ecuatiei (2.5), fie cu ajutorul ecuatiei (2.12). Diferenta consta in faptul ca
pornind de la valorile constantelor R si T determinate pe baza datelor experimentale prin
optimizarea ecuatiei (2.5), se pot calcula valorile constantelor de viteza k, si k..

Acest model a dat rezultate apropiate de cele experimentale in cazul reactiei de
hidroliza a seului de vita cu lipaza din Pseudomonas fluorenscens.

2.2. Cinetica hidrolizei enzimatice cu lipaze in sisteme bifazice api-solventi
organici

S-a constatat de mai multi cercetitori ¢ in prezenta solventilor organici §i a
substantelor tensioactive a crescut stabilitatea emulsiilor si viteza de hidrolizd a
trigliceridelor .

Acest lucru a fost pus in legdturd cu modificarea starii de hidratare a substratului,
asa cum s-a aratat in capitolul precedent.

Astfel de solventi s-au dovedit a fi izooctanul, n-heptanul si n-hexanul [95]. Cele
mai bune rezultate s-au obtinut in cazul includerii enzimei in micelii inverse apa-agent
tensioactiv in solventi organici. Asemenea micelii se formeaza in conditii strict determinate
si exista doar un numar redus de agenti tensioactivi §i solventi organici ce pot fi utilizati in
acest scop [96].

Kery s.a. au stabilit ca hidroliza uleiului de masline catalizata de lipaza pancreatica
are loc in sisteme bifazice apé-izooctan 1n prezenta unor emulgatori neionici, continutul in
apa raportat la izooctan putind fi variat in limite largi, fird modificarea apreciabild a
vitezei de reactie. Deci In acest caz nu s-a observat cresterea vitezei de reactie cauzatd de
prezenta solventului organic [96].
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Mukataka s.a. au propus un model cinetic pentru sistemele de reactii bifazice
solvent organic/apa catalizate de enzime, model ce a fost testat pe reactia de hidroliza a
seului de vita cu lipaza din Candida cylindracea [95]. In asemenea sisteme, in care
triglicerida este dizolvata in solventul organic, in timp ce lipaza este dizolvata intr-o solutie
apoasa (in general o solutie tampon), reacfia are loc tot la interfatd. Ecuatia vitezei de
reactie trebuie sd clarifice mecanismul facilitérii reactiei de cétre solventul organic, si
cuprinda influenta raportului celor doua faze si a ariei interfaciale dintre acestea.

S-a plecat de la o schema de reactie de tip Michaelis-Menten clasica:

ki
E+S «——— ES E+P

k.,

Concentratia complexului enzima-substrat se considerd a fi constantd. Daca se
noteaza cu (E);i , (S); si (ES); concentratiile enzimei, substratului si complexului enzimai-
substrat la interfata, se poate scrie: :

T (@), - (k + ko) (ES), =0 (2.13)

Pentru simplificarea mecanismului, s-a presupus cé fiecare din aceste concentratii
este proportionald cu concentratia speciei respective in faza apoasa, repectiv in faza de
solvent organic :

C,E

(BE); “Va-9) (2.14)
C,S

(S), = V.6 (2.15)

unde E si S reprezintd numirul de molecule de enzimi si repectiv substrat in sistemul de
reactie, V este volumul total al amestecului de reactie, 6 fractiunea de solvent organic ce
contine triglicerida, iar C; si C, sunt constante de proportionalitate.

Daca se noteazi cu a aria interfaciala raportatd la unitatea de volum de amestec de
reactie, iar cu (Eg) si (S) concentratiile totale ale enzimei si substratului in amestecul de
reactie, ecuatiile (2.14) si (2.15) devin:

(E), = lc_:—'e[(Eo) —a(ES).] (2.16)
$)=C.2 @.17)

Dupé inlocuirea ecuatiilor (2.16) si- (2.17) in ecuatia (2.13) s-a obtinut pentru
concentratia complexului enzima-substrat la interfata relatia:
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LExs) LE)®)
a a

(ES), = Wi = — : (2.18)
(k_,+k,)-6:Q 6)+(S) K_ 0(1-0) +(S)
k,-C,-C,-a a-C,-C,
unde: K, _katky
k]

In consecinta, viteza de formare a produsului, raportatd la unitatea de volum, se
poate reda prin ecuatia:

k, -(E,)S V_(S
v=k,-(ES);-a=—" (eO)( ) =% "‘f(é) (2.19)
1-8 o
K -—=9 4(S
"2 C, (S)
unde : Vi, = k2-(Eo)
o
K. = K_.—1=0 (2.20)
a-C,-C,

Se observd ca s-a obtinut o ecuatie finald (2.19) similard unei ecuatii de tip
Michaelis-Menten pentru sistemele de reactie omogene.

Din ecuatia (2.20) se vede ca valoarea constantei Michaelis aparente K, se schimba
in functie de fractiunea fazei de solvent organic, chiar dacd constantele de vitezid nu se
modifica. Ecuatia (2.18) nu cuprinde efectul inhibitiei produsilor asupra vitezei de reactie,
de aceea nu poate fi utilizatd pentru modelarea cineticd a evolutiei reactiei In timp, ci doar
pentru investigarea efectului solventului organic asupra parametrilor Vy, si K, pe baza
datelor de viteza initiala.

Acest model cinetic a fost testat pentru reactia de hidroliza a seului de vita in trei
sisteme bifazice solvent organic/solutie tampon, utilizdnd n-hexan, n-heptan si izooctan in
concentratie de 30 % (vol.) in raport cu faza apoasa si o viteza de agitare in reactor de 500
rot/min. Misurarea ariei interfaciale s-a facut experimental, cu ajutorul unor fotografii
microscopice. Reactorul a fost previazut la unele experimente cu gicane (in numar de 4).
Reprezentarea de tip Lineweaver-Burk a aratat o dependenta liniard a inversei vitezelor
inifiale in raport cu inversele concentratiei de substrat, cu valori diferite pentru constantele
Michaelis aparente (panta dreptelor) in functie de natura solventului organic si prezenta
sicanelor si cu aceeasi valoare a vitezei maxime de reactie Vy,.

Valorile constantelor Michaelis aparente K,' si a-K,,' pentru cei trei solventi
organici utilizati sunt dati in tabelul 2.1.
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Tabelul 2.1. Constante Michaelis aparente pentru hidroliza seului de vita cu lipaza din
Candida cylindracea 1in sisteme bifazice apa-solvent organic [95].

Parametrul Izooctan n-Heptan n-Hexan
A B A B A B
Ky (kg/cm’) 0,045 0,065 0,30 0,33 0,46 0,54
a(cm’) 110 70 56 52 47 44
a: Kn' (g/cm®) 4,95 4,55 16,8 17,3 21,7 24,0

A = cu sicane; B = fara sicane

Se observa cd cea mai scazutd valoare pentru Ky, care indica cea mai buna afinitate
a lipazei pentru substrat, s-a inregistrat in cazul izooctanului. De asemenea, s-a constatat ca
valoarea constantei Michaelis aparentd este influentatd de parametrii care determini
marimea ariei interfaciale dintre cele doua faze: existenta sicanei, turatia, concentratia fazei
organice. Pe ansamblu, autorii sustin ca acest model, cu limitele aritate, poate fi aplicat
pentru cinetica hidrolizei in sisteme bifazice.

Un model cinetic mult mai complex, care tine cont de particularitatile transferului
de masi intr-un sistem bifazic, a fost elaborat de Miyake s.a. [98]. Ei au presupus ca
enzima nu se dizolva 1n faza organici, in timp ce substratul este distribuit intre cele doua
faze. Profilele de concentratii pentru produs (P), substrat (S) si enzima (E) sunt prezentate
in figura 2.3. |

fazd organicd peliculd organicd peliculd apoasd fazd apoasd
(Sl
E [Elm
[S]; [S]; [Pl
_ [P)
[Plm [P]i
[S]m
interfatd

Figura 2.3. Schema profilelor de concentratii pentru reactiile catalizate de enzime
in sisteme bifazice

Concentratiile in cele doua faze sunt constante, ele se schimba doar in apropierea
interfetei, unde existd doud pelicule stagnante a ciror grosime depinde de agitare, fiind
intre 10-100 pm. Exista trei locuri in care reactia are loc: la interfata, in interiorul peliculei
apoase si in interiorul mediului apos. Analiza contributiei acestora la desfasurarea reactiei
globale s-a facut pe baza teoriei celor doui pelicule [98].

Evolutia in timp a concentratiei produsului in mediul organic [P], poate fi modelata
cu ajutorul ecuatiei:
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[P]m =1It) + B,(t) (2.21)

in care termenii Ij(t) si By(t), functii de timp, exprimd contributia reactiei la interfata,
respectiv a reactiilor in fazele peliculard apoasd stagnanta si apoasd, avand urmditoarele
expresii:

Li(t) = Pp (1+Pp)'l kw! [(a kwt + (1-aw kw T2) {1- exp(- t /12)}] & 1 (2.22)
Bi(t) =P, (1+Pp)'1 [S]. [A2t+ (A1 + A3 - Az 12) - {exp(-t/ 1) - exp(-t /12)}] (2.23)
Parametrii A, Az $i A; au urmatoarele expresii:

A4==B-1
Az =aky B{1-ak B 1i/cosh’(a x1)}

As;=B%akwti-1) (akyB 1)/ cosh’(a xp)
unde:

o = (ky + a ky B)!

oty = (kw + ko Pp) {a ko ky (14P,)}"!

B =axp/tanh (o x1, )

o = (ky/ D)’

Parametrii care intervin in aceste expresii au urmétoarele semnificatii:
a - aria interfaciald specificd (cm™)
D - difuzivitatea (cm® s™)
k, - constanta globala de vitezi (s’l)
kw - coeficientul de transfer de masa in pelicula stagnanti apoasa (cm-s™)
ko - coeficientul de transfer de masi 1n pelicula stagnanti organica (cm's™)
XL - grosimea peliculei stagnante (cm)
t - timpul (s)
P, - constanta de repartitie
[S]i- concentratia substratului in faza peliculara apoasd (mol / cm’)
a,, - aria interfaciala specificd pe unitatea de volum faza apoasa (cm™).

Acest model a fost testat pe reactia de hidroliza a esterilor 2-naftolului cu lipazi din
Rhizopus delemar, utilizand ca faza organicd n-heptanul, iar ca faza apoasa solutie tampon
fosfat de pH 7,0, 1/30 M. S-au determinat parametrii cinetici ai reactiei la interfata, care
sunt mult mai mari decit in cazul aceleiasi reactii in faza apoasd, dovedind activarea
importanta a enzimei la interfata.

Asa cum s-a mai aratat, lipaza 15i mentine activitatea catalitica §i In microemulsii de
tip apa in ulei (W/O) (asa-numitele micelii inverse), in prezenta unui agent tensioactiv,
bis(2-etil-hexil)-sulfosuccinatul de sodiu, notat AOT. Fletcher si Robinson au studiat
cinetica hidrolizei intr-un astfel de tip de microemulsie, contindnd apa, n-heptan si AOT
[99]. :
Intrucat lipaza nu este solubila in heptan, se va gisi exclusiv in interiorul picturilor
de microemulsie apoasa, in timp ce substratul esteric se va gési de preferinta in interiorul
fazei organice. Schema de reactie poate fi redata intr-o prima aproximatie astfel:
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rapid lent
enzimi (E)y + substrat (S)y, 7" complex enzima-substrat (ES)y, — produsi(P)

Kum)w Keat

P rapid

substrat (S),

Indicii w §i o inseamna localizarea speciei respective in interiorul picaturii de apa
sau in faza organicd. (Kp). este constanta Michaelis a formarii complexului enzima-
substrat, iar k¢, este constanta de vitezd pentru reactia de descompunere a complexului
Michaelis.

Ps este coeficientul de repartitie al substratului, egal cu raportul concentratiilor in
cele doua faze:

= 8ly (2.24)
[S],
Pentru viteza initiala a reactiei se poate scrie expresia:
V= d[P] — kcat [E]T '[S]T (2.25)

dt  (K,), +[Sk

unde indicele T indica faptul ca concentratia este exprimatd ca numar de moli pe unitate de
volum total a mediului microemulsionat (i nu a unuia din cele doud pseudofaze).

Constanta Michaelis aparentd (Km)sp este dependentd de constanta reald (Kp)w in
pseudofaza apoasa (in care are loc reactia) prin intermediul relatiei:

(Kp)y {1+ 6(P ~1)]

Kp)sp = P (2.26)
unde 6 este fractia volumetricd a pseudofazei apoase.
In cazul unei substrat solubil in apa (Ps >> 1) avem

(Km)ap = (Km)w - 6 (2.27)
iar pentru un substrat solubil in faza organicad (Pg<< 1) obtfinem:

Ko, = Rn)ol=0) _Kndw oz ge<t (2.28)

P P

S s

Acest model cinetic a fost aplicat la hidroliza p-nitrofenil-octanoatului cu lipaza din
Chromobacterium viscosum. Reprezentarea Lineweaver-Burk a avut forma unei drepte,
ceea ce arata cd poate fi considerata o cinetica de tip Michaelis-Menten.

Intrucat (Km)ap, care este o constantd de disociere, este mult mai mare decét [S]r,
ecuatia (2.25) poate fi scrisd sub forma:
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_ ke [El; [Sh

K.). . (2.29)
In practica este mai simplu si se defineasci o constanti de ordinul 2, ky:
v=k; [E][S]r (2.30)
unde:
_ K Kea - B 2.31)

k, =C
(Kn ) (K.

in care C este o constanta §i este necesara deoarece concentratia enzimei este aici exprimata
in g/cm’ de solutie totald, masa moleculari a enzimei fiind necunoscuti. Asadar k; se
exprimi in unititi de cm® g+ s”'. Experimental s-au determinat influentele diferitilor
parametri asupra constantei k;. S-a constatat Insa cd microemulsiile reprezintd un sistem
mult mai complex, fatd de care modelul cinetic adoptat s-a dovedit a fi prea simplificat.

Modelul cinetic cu un singur substrat elaborat de Kosugi si Suzuki [97], care a fost
prezentat in capitolul anterior, are dezavantajul cd nu tine cont de influenta apei asupra
echilibrului hidrolitic al reactiei, considerdndu-se c& concentratia acesteia riamane
constanta. Acest lucru este valabil in cazul reactiilor de hidrolizd in emulsii apoase, unde
excesul de api este foarte mare, dar nu si In cazul cind reactia are loc in sistem bifazic, in
micelii inverse AOT-solvent organic. Han si Rhee [100] au imbunétatit modelul precedent
adoptidndu-1 pentru aceste siteme. Relatia obtinutd modeleaza valoarea conversiei partiale
(X) in functie de timp (t):

X = =o)X, (2.32)
1+[1-(1+ﬂJx,}-a
WO
unde a=[3-(1+§°—jxc]”i (2.33)
WO

iar ty, este timpul de reactie dupa care se ajunge la
X=X./2.

Ao reprezintd concentratia initiald a substratului hidrolizat, W, concentratia initiala
a apel, iar X, conversia la echilibru.

In conditiile in care excesul de apa este mare, raportul AgX./ W, din ecuatia
(2.32) tinde spre zero si ecuatia (2.32) devine identici cu relatia gasita de Kosugi si Suzuki.
Acest model a fost experimentat in reactia de hidroliza a uleiului de misline cu lipaza din
Candida cylindracea intr-un sistem de micelii inverse AOT-izooctan. S-a constatat ci
conversia maxima a esterului a crescut in general cu cresterea concentratiei initiale de apa,
cea ce confirmi faptul ci acest sistem poate fi considerat ca o reactie cu doud substraturi.
Ecuatia (2.32) permite anticiparea conversiei de echilibru, daci se cunosc concentratiile
initiale si constanta de echilibru a reactiei (calculata dintr-o determinare anterioari).
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2.3. Cinetica reactiilor de esterificare si transesterificare in solventi organici,
catalizate de lipaze

Realizarea reactiilor de esterificare si transesterificare catalizate de lipaze se poate
face in sisteme bifazice, In care concentratia apei trebuie redusa cit mai mult pentru a evita
reactia de hidrolizd. Asa cum s-a observat de mai multi cercetatori, viteza acestor reactii in
solventi organici v, creste cu concentratia substratului (A), in conformitate cu ecuatia
Michaelis-Menten:

= Vi [A] (2.34)
K, +[A]
Mai térziu s-a propus un mecanism de tip ping-pong, incluzdnd formarea unui
intermediar de tip acil-enzima [90].
Cand in amestecul de reactie sunt prezente in acelasi timp doua substraturi (A si B),
se poate definii un factor competitiv o, drept raportul capacitétilor catalitice ale lipazei in
cele doud reactii [101]:

<

>

124
I

(2.35)

<

w

Acest lucru este valabil §i pentru doi enantiomeri ai aceluiasi substrat. Factorul competitiv
poate fi calculat cu una din relatiile urmatoare:

Va_,.14

v, = (3] (2.36)
[4])_ [B]

log[—[A]o ) =qa log{—[B]0 J (2.37)

Daca de exemplu se utilizeaza doi esteri ai aceluiagi acid (AcX si AcY) drept
donori de acil, se poate calcula un factor competitiv donor ap (fig. 2.4, sagetile pline).

Daca se utilizeaza 2 acceptori (X si Y), se poate calcula un factor competitiv acceptor o,
( fig. 2.4, sagetile intrerupte):

AcX + E b X

g
AcY + E 4 Y

Figura 2.4. Modelul cinetic al reactiilor cu dou# substraturi competitive [101]
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Factorii competitivi se calculeazd din reprezentarea variatiei concentratiilor de
substrat (A si B) in functie de timp, in conformitate cu ecuatia (2.37).

Din valorile determinate experimental ale unor factori competitivi donori ap pentru
diferite cupluri de donori de acil AcX si AcY, in reactii de transesterificare, s-a constatat
ca ele sunt independente de natura alcoolului utilizat ca acceptor de acil. De asemenea,
valorile ap au fost identice §i in cazul utilizdtii de lipaze microbiene de diferite
proveniente, cit si la utilizarea a diferite concentratii de substrat. Se poate deci trage
concluzia cd avem de-a face cu o proprietate generald a reactiilor In solventi organici
catalizate de lipaze.

In acelasi context, s-a constatat ci factorii competitivi acceptori as au aceleasi
valori indiferent de natura esterului (AcZ) utilizat ca donor de acil si de natura lipazei
folosite.

Utilizarea factorilor competitivi reprezintd o cale simpld de a descrie cinetica
reactiilor cu doud substraturi, catalizate de lipaze. Trebuie Insd mentionat cé acest lucru nu
este valabil si in cazul sistemelor bifazice unde, asa cum s-a vazut, cinetica este mult mai
complicata.

Domeniul de aplicare al modelului a fost extins in continuare pentru calculul
constantelor de echilibru. Aplicand ecuatia lui Haldane urmétorului echilibru:

AcX + Y ——— Ay + X (2.38)
se poate corela constanta de echilibru cu factorii competitivi:
Vax Vv
K = Zj = Ié:: 2 (2.39)
KAcY KX

Factorii competitivi determinati pentru diferiti donori (AcX si AcY) si alcool lauric
ca acceptor (Z), respectiv pentru diferiti alcooli (X,Y) ca acceptori i tributirind (AcZ) ca
donor, conform schemei din figura 2.4, sunt redate in tabelul 2.2.

Tabelul 2.2. Valori calculate pentru factorii competitivi donori si acceptori [101]

Factor competitiv donor | Factor competitiv acceptor
(X,Y) AcX, AcY = butiril esteri AcZ = tributirina op/os | Keq
Z = alcool lauric X, Y =alcooli
Op (04N

butil/ 2,58+ 0,10 3,91 £ 0,07 0,66 | 0,56
izopentil

ciclohexil/ 3,66 0,11 1,13+ 0,07 3,2 3,1
izopentil

ciclohexil/ 1,39 £ 0,01 0,30 + 0,29 4,6 4,9
butil

Constantele de echilibru s-au calculat prin misurarea concentratiilor de substrat si
produs la echilibru, compardndu-se cu valorile calculate din rapoartele op/ca. Se poate
observa ci valorile sunt identice, in limita erorilor experimentale.
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O aplicatie importantd a acestui model este clasificarea donorilor, respectiv a
acceptorilor de acil, in functie de factorii lor competitivi. Din rezultatele obtinute, luind
drept referintd butiratul de butil, se poate deduce urmaitoarea scard a donorilor de acil
(pentru lipaza din Candida cylindracea):

tributirina (20,9) > acid butiric (3,19) > butirat de ciclohexil (1,39) >
> butirat de butil (1) > butirat de izopentil (1/2,66).

Asadar se poate compara usor reactivitatea unor donori de acil In reactii de
transesterificare in mediu organic.

Pentru acceptorii de acil, se poate stabili urméitoarea ordine in cazul transferului
grupei butiril cu lipaza din Candida cylindracea:

butanol (3,7) > ciclohexanol (1,1) > apa (1,0) > izopentanol (0,95)
Acest model cinetic competitiv a fost extins de aceiasi autori pentru a se putea

simula evolutia reactiei de transesterifcare [102]. Plecandu-se de la schema de reactie care
a fost prezentata in figura 2.4, se pot scrie urmatoarele echilibre partiale:

k] k2

AcE + X — (XAcE) +—— AcX + E (2.40)
k4 kQ
ks k4

AcE + Y =— (YAcE) T—— AcY + E 2.41)
k3 k4
ks ks

AcZ + E +«——= (ZAcE) +—= AcE + Z (2.42)
ke ks

unde E si AcE reprezintd enzima liberd, respectiv acilati, Ac este gruparea acil care se
transfera, iar (XAcE), (YACE) si (ZAcE) sunt complecsii enzima-substrat corespunzatori.
Daci se cunosc concentratiile la echilibru ale nucleofililor (X,Y), sistemul poate fi
modelat prin analiza cinetica a ecuatiilor (2.40) si (2.41), conform modelului competitiv.
Viteza acildrii lui X, pe care-] consideram compusul care reactioneazd mai repede,
poate fi scrisa:

d’;‘t’x _— ‘ft( = k,(XAcE) - k_, - AcX -E (2.43)

In conditiile stérii stationare, cand d(XAcE)/dt = 0, avem:

(XACE) = K, AcE-X + K AcX-E (2.44)
k,+k

2+ -1 2+ -1

Combinarea ecuatiilor (2.43) si (2.44) duce la:
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. E
AcE

dAX _ K-k, o ko ks
dt  k_ +k, k, -k,

: ACX} (2.45)

Se introduc parametrii Michaelis (Vx, Kx) si constanta de echilibru a ecuatiei (2.40) (Kex):

V, =k, -E-t

K, = k, +k_,

(2.46)

Relatia (2.45) devine :

dAcX _ Vy AcE X—L(Xo - x) (2.47)
dt Ky E AcE - Ke,

t

unde E; este concentratia totald a enzimei, iar X, concentratia molara initiala a compusului
X. Similar, pentru compusul Y se ajunge la relatia :

dAcY _ V, AcE _[Y E

——(Y,-Y 2.48
dt K, E AcE-KeY(O )} (2:48)

t

Combinarea ecuatiilor (2.47) si (2.48) duce la relatia independenta de timp:

_\ﬁ(_ X - ———E—(Xo - X)W
dAcX _ K, | AcE-Key | 49)
dAcy Vv [ E ]
K | Y-————(%-Y)
vy | AcE-Key i

Aceastd expresie poate fi simplificatd daca se admite cd raportul E/AcE este
constant, ceea ce inseamna cad existd conditia starii stationare pentru echilibrul redat de
ecuatia (50), independent de natura gruparii acceptoare R (X,Y,Z2):

—_—

E + ACR «—— (RACE) «—— R + AcE (2.50)
Aceste conditii ne dau :

E ke, K _ge,. e 2.51)
AcE X,-X

unde X, si Y sunt concentratiile molare respective la echilibru. Introducdndu-se in ecuatia
(2.49) factorul competitiv acceptor:
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o, = E avem:
P Vy '
Y
_YXe
dAcX Y, X-X
=0, - < 2.52
dacY Tt _X. Y-V, (2:52)
XO
sau:
dAcX X -X
=4 s 2.53
dAcY Y -7, (2.53)
daci se defineste un factor de separare acceptor A:
Y
1- Y°
A=a, 0 (2.54)
XC
1-
XO

Aceastd constantd se poate calcula usor cunoscand factorul competitiv os i
concentratiile molare initiale, respectiv la echilibru ale componentilor X §i Y.
Forma integrala a relatiei (2.53) este:

X-X Y-Y
Log———=A":Log . (2.55)
Xo - Xe Yo - Ye
Introducand rapoartele molare ale produsilor in aceasta relatie obtinem:
Log(l _AcX ) = A-Log(l _ ACY) (2.56)
AcX, AcY,

Expresii similare se obtin utilizdnd acelasi rationament pentru reactia dintre doi
compusi donori de acil (AcX si AcY) si un acceptor (Z). In acest caz se defineste o
constanta numita factor de separare donor D: .

o
C
D=CX.D _Tf (257)
1- 3
AcX,

ceea ce duce la urmitoarea relatie intre concentratiile substraturilor:

Log AcX - AcX, =D Log AcY - AcY, (2.58)
AcX, - AcX, AcY, —AcY,
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sau intre concentratiile produsilor:

X Y]
Log|1-— |=D-Log|1-— 2.59
Se observa ca selectivitatea reactiei este determinatd de valoarea factorului de
separare (A sau D).

Acest model cinetic a fost utilizat cu succes in cazul unor reactii de esterificare si
de transesterificare in solventi organici. De asemenea s-a putut aplica la obtinerea
enantioselectiva a unor alcooli cum ar fi D(-)-mentolul.

Utilizand factorii competitivi determinati pe baza rezultatelor cinetice ale reactiilor
de transesterificare dintre esterii etilici ai unor acizi grasi C,-C;3 $i n-propanol in solventi
organici, s-a stabilit o scala a reactivitatii diferitilor donori de acil, ceea ce corespunde cu
specificitatea lipazei fatd de acizii grasi respectivi. Au fost testate mai multe lipaze
comerciale. Se considerd cd acest test simplu va fi foarte util pentru alegerea tipului de
lipaza care si fie utilizat la scard industriald pentru realizarea unei anumite reactii [103,
104].

De asemenea, pe baza factorilor competitivi determinati din rezultatele cinetice ale
reactiilor de transesterificare dintre caprilatul de izoamil si seria omoloagd de alcooli
primari de la metanol la dodecanol, respectiv o serie de alcooli cu grad diferit de
substitutie, s-a determinat specificitatea fata de alcooli a 17 lipaze comerciale. S-a constatat
cd, in functie de acesta specificitate, ele pot fi grupate in 5 categorii [109].

Miller s.a. au studiat cinetica reactiilor de transesterificare, considerand ca acestea
au loc 1n doud etape: o hidroliza initiald, urmati de reesterificare. S-au masurat §i comparat
vitezele celor doud reactii pentru reactia de hidroliza a trilaurinei, urmata de esterificarea
dilaurinei cu acid lauric in ciclohexan, catalizata de lipaza din Candida cylindraceea [105].
Etapa initiald de hidrolizd a trilaurinei s-a considerat ca respectd un mecanism de tip
acil-enzima, asa cum a fost demonstrat de alti cercetatori.

Schema de reactie este:

Ks k,
E + TL —* E-TL * EILA + DL

ks
E-LA + H,O - E + LA

unde E este lipaza, TL-trilaurina, DL-dilaurina, LA-acidul lauric, E-L.A-acil enzima, K-
constanta de echilibru, iar k; si k3 constante de viteza.

Toate etapele reactiei sunt reversibile, dar in faza inifiald ea are loc numai de la
stinga spre dreapta, aga cum se arati in schemi. Intrucét concentratia apei este mult mai
mare decét cea a trilaurinei iar kj este in general mai mare decét k;, expresia vitezei de
reactie pentru acest mecanism poate fi scrisa:

V= Vi [TL] (2.60)
K_ +[TL]

iar Vimax §1 K pot fi exprimate in functie de k», k3 si Ks:
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- [E]o 'kz 'ks

\" 2.61

max K, +k, (2.61)

K, = Ks K, (2.62)
k, +k,

Vmax §1 Km pot fi determinati experimental modificdnd concentratia trilaurinei si
masurind vitezele initiale corespunzatoare.

Reactia de esterificare dintre dilaurind §i acid lauric este inversa reactiei de
hidroliza. Acceptand ipoteza cd mecanismul de tip acil-enzima se aplica si in acest caz, se
poate scrie urmatoarea schema de reactie:

ki ko
E + LA «—&@3— E'IA —— EILA + H0
k-] k-z
k3 k4
ELA + DL «——— E-TL +——— E + TL
k.3 k 4

Acesta poate fi considerat un mecanism de tip ping - pong bi-bi bazat pe ordinea
aditiondrii si eliberdrii substraturilor si produsilor. Dacd masuram vitezele initiale si daca
dilaurina si acidul lauric sunt singurele specii prezente in proportii semnificative, putem
presupune ci reactia are loc numai spre dreapta. In aceste conditii expresia vitezei de
reactie devine:

V_.. - [LA]-[DL]

_ (2.63)
Koo [LA]+ K, [DL]+[LAJ[DL]
Expresiile termenilor Ky, §i Viax sunt:
A = Kl tley) (2.64)
k,(k, +k,)
_ kol +ky) (2.65)

"Lk, (k, +k,)

Vv :=[Ek'k1'k2'k3'k4 (266)
kk;(k, +k,)

Valorile pentru Ky, §i Vmax se determind astfel: se misoard viteza initiald de
esterificare in functie de concentratia dilaurinei la diverse concentratii de acid lauric. Se
calculeaza o valoare aparentd V., pentru fiecare concentratie de acid lauric. Reprezentand
grafic 1/V max,, in functie de 1/[LA] ordonata la origine a dreptei ne da valoarea 1/V .y , iar

panta acesteia este egald cu Kmia/Vima. KmpL se calculeazi similar din reprezentarea
Lineweaver-Burk a cérei panta este egald cu Kip/ Vinax.
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S-a studiat si efectul transferului de masd, determindndu-se ca acesta nu
influenteazd viteza de reactie. Asadar reactia este controlatd cinetic. De asemenea, s-a
stabilit cd, in conditiile date, lipaza catalizeazd esterificarea de aproximativ trei ori mai
rapid decat hidroliza.

Din datele prezentate se poate trage concluzia cd cinetica reactiilor catalizate de
lipaze este deosebit de complexad, necesitdnd o abordare diferitd in functie de conditiile in
care se desfdgoard: in emulsie apoasa, in sistem bifazic sau in mediu organic aparent lipsit
de apa. Fiind vorba de reactii care au loc in medii eterogene, determinarea constantelor
cinetice fundamentale este dificila, ea facdndu-se iIn conditiile unor aproximatii care permit
obtinerea de date cdt mai apropiate de cele experimentale. Alte probleme apar datorita
influentei transferului de masa §i a proprietétilor fizice ale interfetei asupra cineticii
reactiilor catalizate de lipaze. Pentru simplificare este indicat sd se lucreze in conditii in
care efectul transferului de masa sa nu fie limitativ. Analiza cinetica a sistemelor de reactie
mentionate se face in cele mai multe cazuri pe baza determindrii vitezelor initiale de
reactie. ’

2.4. Mecanismul catalitic al reactiilor catalizate de lipaze

Asa cum s-a ardtat, compozitia centrului activ al lipazei din pancreas de porc a
constituit tema multor cercetari. Brockerhoff si Jensen au sustinut cid lipaza este o
serin-enzima iar Semeriva si Desnuelle au afirmat ca histidina se gaseste in centrul activ
propriu-zis [107]. Dupa parerea lor, mecanismul catalitic al lipazei cuprinde trei etape:
adsorbtia la interfatd, activarea la interfatd si cataliza propriu-zisa. Serina §i un rest de
aminoacid cu grupa carboxil s-a considerat cd sunt implicate in primele doui etape, iar
histidina in ce-a de-a treia. Acest rol al histidinei este insd discutabil, intrucat o serie de
date experimentale demonstreazd ca lipaza actioneazd printr-un intermediar acil-enzima.
Gruparea imidazol a histidinei actioneaza insd in procesele enzimatice In general ca un
catalizator acid-bazi, mirind nucleofilicitatea grupelor hidroxil si tiol si, cu o exceptie
(grupele fosforil), nu are rol de catalizator nucleofil.

Mai recent s-a propus de citre cercetédtori indieni [106] implicarea lizinei ca rest
acilabil in mecanismul catalitic al lipazei pancreatice. In principiu existd trei aminoacizi
care ar putea functiona in acest sens : tirosina, serina §i lizina. Dintre acestea tirosina nu
joacd nici un rol In activitatea enzimei, iar serina o considerd a fi implicatd mai mult in
activarea interfaciala decat in cataliza propriu-zisi. Lizina poate face foarte bine acestor
cerinte, aga cum se arata in schemele de reactie urmaitoare:

I. Etapa de acilare
O O o
] | |

R—C + HN—E &——— R—C :NH—E&&— R—C—HN—E &

7 i 1
R’ R’ R'
(S) (ES) (ES™)

(Intermediar tetraedric)
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0
]

+—— R—C—HN—E + O—H

Rl
(Acil-enzimad)
II. Etapa de dezacilare
O O
| |
R—C—HN—E + O—H _—* R—C—HN—E _—*
| I
H O H”
|
H
(Acil-enzima) (Intermediar tetraedric)
O O
| |
— R—C :NH—E —— R—C + H,N—E
| |
. 7
H H
(EP) (P)

E - enzima; S - substrat; ES - complex enzima-substrat; ES* - complexul stérii de
tranzitie; EP - complex enzima-produs; P - produs.

Intermediarul starii de tranzitie se formeazi In urma unui atac nucleofil al grupei
o~aminice a lizinei asupra substratului si este stabilizat datoritd unor legéaturi de hidrogen
intre enzimi §i un atom de oxigen al substratului. Apoi prin ruperea legdturii C-O se
formeaza intermediarul acil-enzima. In etapa II aceeasi secventd in ordine inversi
determind formarea produsului §i regenerarea enzimei libere.

Asa cum se stie, secventa serind-histidind-acid aspartic reprezintd o componenta
esentiald in mecanismul serin-proteinazelor. O serie de cercetdri au ardtat ca ele sunt
implicate in mod aseminator in mecanismul catalitic al lipazelor, insd actiunea lor este
independenti si nu conjugatd [107]. Dacéi se presupune cé etapa de activare interfaciala este
atribuitd acestor trei resturi de aminoacizi, ipoteza privind rolul lizinei In mecanismul
catalitic poate fi completatd conform schemei de mai jos:

O
]
O HO — Ser R—C—O—Ser
| _l lent T rapid
R—C—OR + E — E ——»
H;N —Lys J Ho;N—Lys J
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H—O—Ser
rapid —l
—_ ﬁ E
t
]

R—C—NH-—Lys

In timpul activirii interfaciale are loc acilarea la restul de serini, cu asistenta
resturilor de histidind si acid aspartic. Aceasta este etapa determinantd de vitezd. In
continuare, intr-o etapa rapida are loc transferul restului acil la lizina din centrul catalitic
activ al enzimei [106].

N VRN

=/ - —O/— C\ E —_—
- .
}b }b
0 HO
H 2T N
— HO-C E — & 0=C E
Ny Ny
H, H

Acest mecanism s-a putut sustine cu argumente experimentale, intrucdt s-a
demonstrat ca lipaza la care acest transfer este blocat prin inactivarea lizinei va functiona
ca o proteinazi, dupa un mecanism similar cu cel al serin-proteinazelor.
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3. Utilizarea lipazelor drept biocatalizatori in sinteze organice [311]

In majoritatea cartilor si manualelor se afirmi ci enzimele actioneazi in solutii
apoase diluate. Cu toate acestea s-a demonstrat in prezent ca o serie de enzime, printre care
si lipazele, isi pastreazd activitatea cataliticd §i in amestecuri de reactie predominant
organice [90]. Datorita solubilitatii crescute a reactantilor, aceste sisteme oferd avantajul ca
lipazele devin catalizatori eficienti pentru reactii de sintezi [91]. Un aspect important legat
de utilizarea lipazelor 1l constituie specificitatea lor de pozitie, referitoare la pozitia grupei
esterice din trigliceride pe care o atacd in mod preferential si care a fost discutata anterior.

Mecanismul reactiilor catalizate de enzimele hidrolitice implicd formarea unor
intermediari de tip acil-enzima, care pot fi dezacilati sub actiunea unor nucleofili: apa
(hidrolizd), alcooli (alcoolizd) sau compusi aminici (aminolizd). Aceste reactii sunt
reversibile, fiind posibile §i transformarile inverse, de exemplu formarea esterului dintr-un
acid si un alcool [121] (figura 3.1):

+H,0 ﬁJ
- - R-C-OH + R'OH
+ enzima
0 0 ] 0
|| + enzima ” +R?0H ||
R-C-OR' " |R-C-O-enzimi| J > R-C-OR’
+ enzima
O
B + enzima ”
= > R-C-NH-R®
+H,N -R?

Figura 3.1. Transformari poéibile catalizate de hidrolaze

Drept urmare, utilizarea lipazelor ca biocatalizatori pentru sinteze organice fine a
fost orientatd pe doud directii principale: reactii de hidroliza si reactii de sinteza [122]. Se
poate afirma ci la ora actuala existd un numar foarte mare de potentiale utilizari ale acestor
procese, mai ales pentru obtinerea de diversi compusi utilizati in medicind §i farmacie
[123-126], in industria alimentara [127-134], in sinteza unor hormoni ai insectelor [135,
136] si chiar a unor polimeri [137-142] sau peptide [143, 144]. In continuare vor fi
prezentate mai detaliat aplicatiile considerate semnificative in acest domeniu de mare
viitor.

3.1. Reactii de hidroliza catalizate de lipaze
Asa cum s-a aratat, lipazele fiind enzime putin specifice, ele catalizeazi alaturi de
hidroliza trigliceridelor si reactia de hidrolizd a unei foarte diverse categorii de alti esteri

primari §i secundari, alifatici §i aromatici. Din punct de vedere practic de o deosebita
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importanta este faptul cd aceastd hidroliza este adeseori enantioselectiva, permitind
obtinerea unor acizi si alcooli optic activi, compusi care pe cii clasice se sintetizeaza foarte

greu.

3.1.1. Hidroliza trigliceridelor in catalizi enzimatica

Procesul industrial utilizat pe scard larga pentru obtinerea acizilor grasi cu cateni
lungd din uleiuri 1 grasimi naturale este procedeul Colgate-Emery. Acest procedeu are
doud dezavantaje principale: consumul energetic ridicat §i pierderile datorita trigliceridelor
reziduale. Din acest motiv apare tentanta posibilitatea inlocuirii procedeului clasic cu un
proces enzimatic ce se desfagoara la temperatura si presiune ambianta [145].

— OR, OH OH OH
lipaza lipaza lipaza

OR; — OR; «—m— OR, —* OH

— ORj3 OR; OH — OH

+ R,0H + R30H + R,OH

Rj, Ry, Rj; - resturi de acizi grasi

Se stie ca lipazele actioneaza 1n sisteme eterogene, de tip emulsii ulei-apa, reactia
fiind precedatd de adsorbtia enzimei, dizolvata initial in faza apoasi, la interfata. Folosirea
unui asemenea sistem in scopuri industriale are insa o serie de dezavantaje:

- realizarea unei suspensii fine necesita turatii mari ale agitatorului, deci consum
energetic ridicat;

- separarea produsului din sistem este dificild (necesitd fie o centrifugare la turatii
mari, fie extractie cu un solvent organic);

- reutilizatea enzimei nu este posibila decit in masurd mica datorita dificultétilor de
separare a enzimei adsorbite;

- sistemul nu se poate exploata decit dxscontmu

Trebuie remarcat ci folosirea de solventi organici drept medii de reactie nu rezolva
toate problemele mentionate, intrucat si in acest caz reactiile trebuie si se desfasoare in
sisteme bifazice emulsionate. In aceste conditii, o serie de cercetiri pentru elaborarea unor
tehnologii de hidroliza a uleiurilor §i grasimilor catalizate de lipaze au fost orientate spre
utilizarea enzimelor imobilizate, chiar daca ele presupun utilizarea unor sisteme trifazice.

Studiile privind utilizarea lipazelor imobilizate pentru hidroliza trigliceridelor au
fost axate urmatoarele directii:

- cresterea randamentului in acizi grasi prin hidroliza enzimatici a trigliceridelor
reziduale ramase nehidrolizate in procedeul clasic.

- gasirea unor suporturi pentru imobilizarea lipazelor care si permita efectuarea
reactiei de hidroliza a trigliceridelor in reactoare enzimatice cu operare semicontinui sau
continua.

- hidroliza partiala a trigliceridelor cu lipaze 1,3-specifice, pentru a obtine mono- §i
digliceride.

A fost studiata posibilitatea hldrollzaru gliceridelor reziduale din fractiunea bruta
de acizi nesaturati (71,1 % acid oleic, 7,1 % acid palmitoleic, 6,7 % acid linolenic, 8 %
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gliceride reziduale) provenitd de la hidroliza efectuatd dupa procedeul Colgate-Emery.
Pentru aceasta s-a folosit lipaza din Candida cylindracea imobilizatd prin adsorbtie pe
geluri pe bazid de agarozd (Octyl si Phenil-Sepharose CL-4B) [146]. S-a determinat ci
aceste geluri se disperseaza foarte bine in acizii grasi, ceea ce se datoreste probabil atat
hidrofobicitatii gelului cit si polaritatii slabe a acizilor. Regenerarea gelului s-a facut dupa
separarea acestuia prin centrifugare prin introducerea gelului intr-o coloana de sticla si
eluare cu etanol, urmata de spdlare cu apa. Apoi gelul s-a tamponat cu solutie tampon
fosfat 0,1 M de pH 7,0 si s-a reutilizat dupa adsorbtia unei cantitdti identice de enzimi
proaspitd. Activitatea gelului astfel regenerat s-a dovedit a fi identicd cu cea initiala.
Autorii estimeaza ca utilizarea lipazei imobilizate pe acest tip de gel ar fi economici pentru
mirirea randamentului in acizi grasi obtinuti din grasimi naturale.

Pentru a elimina inconvenientele tehnologice legate de utilizarea unui sistem
trifazic substrat/apad/enzima imobilizatd, s-a studiat posibilitatea realizdrii hidrolizei
trigliceridelor intr-un sistem continuu, in solventi organici [146]. Drept catalizator s-au
folosit micelii de Rhizopus arrhizus, iar ca solvent s-a utilizat diizopropileter. Incercarile
s-au facut pe doui tipuri de reactoare continue: cu pat fix si cu amestecare perfectd. S-a
constatat ca un reactor cu pat fix contindnd un gram miceliu, la trecerea unei solutii de 2,5
% (greutate /volum) ulei de masline in diizopropileter cu o vitezd volumetrica de 1 ml/min,
la 30°C, duce la obtinerea unui randament de 45 % in acizi grasi. Continutul optim in apa
al sistemului s-a determinat a fi 0,17 % (greutate/volum). In intervalul 20-50°C nu s-a
observat un optim de temperatura. S-a ales temperatura de 30°C pentru a preintdmpina
dezactivarea prea rapida a enzimei. Valorile calculate ale energiei de activare au fost intre
13-20 kJ/mol, in functie de temperatura, fiind mai mici decat cele raportate pentru lipaza in
emulsii apoase (21,9-100,4 kJ/mol in acelagi domeniu de temperaturd). Determinirile
experimentale efectuate nu au furnizat vreo dovada in sensul ca cinetica procesului ar fi
limitatd de difuziune. Scaderea activitatii catalizatorului a fost de 0,6-1% pe ora, la 30°C.
Reactorul cu pat fix s-a dovedit mai bun decét cel cu amestecare perfecta.

Un studiu intreprins de Kimura s.a. [147] are ca tema hiodroliza trigliceridelor cu
lipaze imobilizate prin adsorbtie pe Duolite sau Celite, prin legare covalentd pe derivati
alchilaminici ai unui suport anorganic (sticld poroasd sau Spherosil) prin intermediul
glutaraldehidei sau carbodiimidei si prin incluziune in geluri fotoreticulabile de tip ENT si
ENTP (tabelul 3.1). Activitatea rezultatd dupa imobilizare este datd in procente fata de cea
a enzimei libere. Gradul de hidroliza s-a determinat pentru trei utilizéri succesive (1, 2 si 3)
a fiecdrui tip de catalizator, la 30°C, timpul de reactie fiind 23 ore. Lipaza adsorbita pe
Duolite sau Celite a manifestat o activitate initiald mare, dar care a scazut mult la
reutilizarile succesive. In cazul legirii covalente s-au obtinut activititi mari si o stabilitate
buna. De asemenea, o activitate mare gi stabilitate destul de buni s-au obtinut la
imobilizarea prin incluziune intr-un gel cu schelet de polipropilenglicol numit ENTP-4000.

Viteza initiald de hidroliza este mai mica decat la lipaza liberd (factorul limitativ
fiind probabil difuziunea acidului oleic in gel) dar dupé 23 de ore s-a ajuns la acelasi grad
de hidroliza. Temperatura optimi a enzimei imobilizate a fost 40°C, fata de 30°C la cea
libera.
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Tabelul 3.1. Hidroliza uleiului de masline cu lipazi imobilizata din Candida cylindracea

[147]
Metoda de imobilizare (suport) | Activitate relativa Grad de hidroliza (%)
(%) Ciclul 1 | Ciclul 2 | Ciclul 3
Enzima libera 100,0 100,0 - -
Adsorbtie
Duolite C-3 1,0 18,8 4,7 1,6
Duolite S-761 1,0 92,5 67,1 41,9
Celite 21,7 96,9 76,9 38,3
Legare covalenta
glutaraldehida 3,7 92,9 97,4 93,0
(alchilamina-sticld poroasa) :
carbodiimida 5,6 96,1 96,1 93,7
(alchilamina-sticla poroasa)
glutaraldehida 1,1 59,9 71,7 70,0
(alchilamina-Spherosil)
carbodiimida 12,5 96,9 86,5 86,5
(alchilamina-Spherosil)
Incluziune in gel
ENT-4000 2,0 36,9 16,7 6,8
ENT-4000/ENTP-4000 (7:3) 10,0 83,7 57,8 35,0
ENTP-4000 11,1 88,1 78,3 71,3

Kosugi si Suzuki au constatat ca imobilizarea lipazei din Pseudomonas flourescens
prin adsorbtie pe o rdsind schimbatoare de ioni macroporoasa hidrofoba cum ar fi Dowex
MWA-1 a dus la disparitia inhibitiei datorate produsului de reactie in reactia de hidroliza a
seului de vita si la cresterea stabilitatii impotriva denaturdrii chimice a enzimei [148].

Bailie s.a. au utilizat de asemenea lipazd imobilizatd prin adsorbtie pe suporturi
hidrofobe, insd pe bazid de polietilend [149]. Lipaza din Candida cylindracea imobilizatd
pe un astfel de suport s-a utilizat pentru hidroliza seului de vitd si a uleiului de floarea-
soarelui. La hidroliza uleiului de floarea-soarelui, folosind un reactor cu strat fix prevazut
cu o bucli de recirculare s-a atins un grad de hidroliza de 100 % dupa 40 de ore la 30°C.

O alta varianta, ce utilizeaza Insd un mediu de reactie continand solventi organici
pentru hidroliza uleiului de masline a fost elaboratd de Yang si Rhee [150]. Lipaza din
Candida rugosa a fost imobilizatd prin legare ionica sau adsobtie fizicd pe urmaitoarele
suporturi: DEAE Sephadex A-50, Sephadex G-50, Sephadex LH-20, Amberlite IRA-94 si
Amberlite XAD-7. Cele mai bune rezultate au fost obtinute prin legare ionicd pe DEAE
Sephadex A-50. Enzima imobilizatd a fost impachetatata intr-o coloana de sticlid care s-a
operat continuu, uleiul de masline dizolvat in solventul organic fiind introdus in echicurent
cu solutia apoasa a enzimei, fari a se utiliza emulgator. Daci s-a utilizat o solutie 20 % de
ulei de masline in izooctan ca fazad organica si solutie tampon 25 mM de trietanolamina de
pH 7,0 ca fazd apoasa ce continea enzima, timpul de injumatatire a activititii enzimei a fost
de 220 h. Produsele reactiei au fost acidul oleic si glicerina.

O alta varianta tehnologica propusa este utilizarea unui reactor tip membrana care
contine lipaza imobilizata, cu faza uleioasd pe o parte a membranei si faza apoasi pe
cealaltd parte. Reactantii intra astfel in reactor pe fluxuri diferite, nefiind necesard
emulsionarea lor. S-a utilizat lipazd termostabild din Thermomyces lanuginosus pentru
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hidroliza seului de vitd, care reprezintd principala materie primd pentru hidroliza
industriald a grasimilor [151]. Membrana microporoasa a fost de natura acrilica, cu pori de
0,2 um si grosime in jur de 0,1 mm. Dupa imobilizarea enzimei prin trecerea filtratului
rezultat din cultura, seul topit (la 40-50°C) s-a pompat prin partea inferioara a reactorului, a
trecut prin membrand avind loc hidroliza, a urcat spre partea superioard si a iesit din
reactor impreund cu faza apoasa, formind un amestec care s-a separat usor intr-o palnie de
separare. Conversia a variat de la cdteva procente la 35 %, depinzand de activitatea enzimei
si debitul grasimii. Trebuie mentionat ca activitatea enzimei imobilizate a fost de doar
0,4-0,9 % din cea a enzimei libere, iar timpul de Injumatatire a activitatii a fost de 1-2 luni
la 50°C. Membrana poate fi spalati si reactivata cu o noui cantitate de enzima. Se pare ci
reactia este controlatd de difuzie, ceea ce explicd randamentele destul de scizute. Ulterior,
conversia a fost maritd pana la 83 %, prin asezarea de trei reactoare in serie si mirirea
numadrului de straturi de membrana din fiecare reactor pana la 30 [152].

Hidroliza unturii de porc si a seului de vitd a fost studiata intr-un sistem de emulsie
solida, obtinuta prin amestecarea grasimii cu solutia apoasa de lipaza din Candida rugosa
(numitd anterior Candida cylindracea), fara a se folosi emulgator sau solvent organic
[153]. S-au obfinut rezultate bune mai ales la hidroliza unturii de porc comestibile, unde
dupa 24 h de reactie la 30°C si fard agitare continua s-a atins un grad de hidroliza de pana
la 98 %, utilizdnd 0,5 g lipazd la 1 kg de grasime.

O posibilitate interesanta este hidroliza partiala a trigliceridelor pentru obtinerea de
mono- si digliceride [154, 155]. Aceasta reactie a fost investigatd pentru hidroliza
trioleinei, gasindu-se cd lipaza din pancreas de porc imobilizatd pe Celite este cel mai
eficient biocatalizator. Dupa 5 ore de reactie s-a obtinut o conversie in mono- si dioleina de
79 % [156]. Exista cateva incercari de aplicare tehnologica a acestui procedeu, prezentate
in brevete japoneze. Astfel, s-au obtinut 2-monogliceride din trigliceride sub actiunea
lipazei pancreatice, respectiv 1,2-digliceride utilizand lipaza din Rhizopus delemar [200].

Pe baza datelor de literaturd existente, se poate trage concluzia cid hidroliza
trigliceridelor catalizata de lipaze, desi are loc in mod obisnuit cu randamente apropiate de
100 %, nu s-a putut transpune pani in prezent in conditii exploatabile industrial, folosind
enzima imobilizata si un sistem continuu de operare. Un alt obstacol este faptul ca materia
prima principald, seul de vitd, se topeste la o temperatura in jur de 45°C la care o serie de
lipaze au stabilitate termica redusa.

Cu toate acestea, se poate presupune ci In viitorul apropiat hidroliza clasica a
grasimilor si uleiurilor va fi inlocuitd cu un procedeu enzimatic. Dupa unele date, se pare
ca deja existd instalatii in Japonia care utilizeaza o lipaza din Candida cylindracea pentru
hidroliza uleiului de in §i obtinerea unei pulberi de sapun [157].

3.1.2. Reactii de hidroliza enantioselectivad catalizate de lipaze

Una din problemele cele mai dificile in domeniul compusilor organici de sintezi
fina este obtinerea compusilor optic activi. Importanta acestui domeniu va creste pe masura
ce tot mai mulfi compusi chirali vor deveni produse comerciale. Asemenea compusi, la
care doar unul din enantiomeri este activ din punct de vedere biologic, sunt aminoacizii,
B-blocantii, piretroidele sintetice, feromonii, prostaglandinele, mentolul, etc. Enzimele sunt
foarte potrivite pentru obtinerea de compusi optic activi, fiind constituite doar din
L-aminoacizi i, drept consecinta, centrii lor activi constituie un mediu asimetric care poate
face usor deosebire intre enantiomeri. Din pacate, sinteza unor compusi mai complicati pe
cale enzimaticd este adeseori dificila, necesitind mai multe enzime si cofactori, ceea ce
duce la o serie de probleme legate de accesibilitatea acestora, coimobiliziri, instabilitate,
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etc. Pe de altd parte, variantele de sintezd chimice nu sunt in general sterospecifice (cu
exceptia unor cazuri spectaculoase). Se pare ca cea mai avantajoasd metoda este utilizarea
unor metode chimico-enzimatice combinate in care enzimele sa fie folosite pentru
obtinerea unor molecule mici, optic active, asa numitii "sintoni". Lipazele sunt potrivite
pentru elaborarea unor asemenea procedee la scara industriala, fiind stabile, ugor de obtinut
si independente de cofactori. Cu ajutorul lor se pot obtine alcooli si acizi optic activi, care
sunt sintoni excelenti, putdnd fi transformati usor 1iIn alte clase de compusi.
Enantioselectivitatea reactiilor catalizate de lipaze a fost remarcata destul de tarziu, datorita
dificultitilor analitice de punere in evidentd a obtinerii de 1,2- respectiv 2,3-digliceride
optic active 1n cursul reactiei tradifionale catalizate de aceste enzime, hidroliza
trigliceridelor. Acest lucru s-a realizat abia in ultimii ani, demonstrdndu-se cd mai ales
lipaza din Pseudomonas species manifesta si o asemenea selectivitate [158, 159].

Obtinerea unor compusi optic activi utilizdnd enantioselectivitatea reactiilor
catalizate de hidrolaze se poate realiza prin urmitoarele trei modalitati [121]:

- rezolutia unor compusi racemici ce contin una sau mai multe centre chirale

R\ X Ri X
enzima
+ +
Ry X Ry X
Ry Y Ry Z
racemic

- formarea unor compusi optic activi din substraturi prochirale

Ry X Ri X
>\ enzimi
. [ .
Rj X Rj Y
prochiral chiral

- formarea unor compusi optic activi din compusi de tip “mezo”
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mezo (achiral) chiral

Stereochimia reactiilor de hidroliza ale esterilor si de esterificare catalizate de
hidrolaze releva faptul cd majoritatea enzimelor sunt (R)-specifice, agsa cum se aratd in
figura 1.3.2, exemplificat pentru acetatul de a-metil-benzil. In acest caz, mecanismul de
acilare este ireversibil, deoarece ca agent de acilare se foloseste un ester enolic. Trebuie
insd mentionat cd o serie de enzime sunt (S)-specifice, asa cum rezultd si din datele
tabelului 3.2 [160]. Asadar, alegerea enzimei va trebui ficuta in functie de produsul a carei
obtinere este doritd. De exemplu, pentru a obtine izomerul (R) al alcoolului, se va face
hidroliza unui ester racemic cu o enzima (R)-specifici, sau acilarea alcoolului racemic cu o
enzima (S)-specifica.

OH : OH
? | i
[}
]
CH; ! H;C
i
]
|
gAc (R) i (s) OH
!
o i . '
O/\CH3 hidrolizi y acilare H3C
'l Aoj\
[}
Ac ! Ac
(R,S) ! (R,S)
]
CH; | H;C
i
]
I
(S) H (R)
]

Figura 3.2. Stereochimia reactiilor de hidroliza si esterificare catalizate de hidrolaze

58

BUPT



Tabelul 3.2. Evaluarea biocatalizatorilor pentru obtinere de compusi optic activi prin
reactia de hidroliza asimetrica a butiratulut de 1-clor-3-fenoxi-2-propanol,
la pH 7,0 [160].

Tipul enzimei Conversia Alcool Ester
Izomer | %e.e. | Izomer | %e.e.
lipaza din 4spergillus oryzae - - - (%) -
lipaza din 4spergillus niger - - - €3) -
lipaza din Aspergillus sojae 0,44 (R) 9,6 (S) 24,7
lipaza din Candida lipolytica 0,44 (R) 70,7 (S) 90,5
lipaza din Candida sp. 0,62 (S) 20,7 (R) 12,7
lipaza din Chromobacterium 0,47 (R) 66,9 (S) 75,6
viscosum
lipaza din Humicola lanuginosa 0,39 (R) 61,0 (S) 94,0
lipazé din Geothricum candidum 0,44 (R) 48,2 (S) 60,2
lipazd din Mucor miehei 0,31 (R) 44 4 (S) 98,0
lipaza din Penicillium roqueforti - - - (%) -
lipaza din Rhizopus delemar 0,62 (S) 20,9 (R) 12,7
lipazd din pancreas de porc 0,35 (R) 43,4 (S) 82,0
colinesteraza din Pseudomonas 0,47 R) 24,6 (S) 27,6
Sfluorescens
lipaza din Pseudomonas sp. 0,47 (R) 86,2 (S) 96,3
esterazi din ficat de porc 0.90 (S) 14,0 (R) 1,5

Un studiu efectuat de Cambou si Klibanov a aratat ca din punct de vedere al
productivitatii, usurintei de separare a produsilor i numarului de etape necesare, hidroliza
asimetricd este cea mai bund pentru obtinerea acizilor optic activi, in timp ce
transesterificarea reprezinta varianta optima de separare enantioselectiva a alcoolilor [161].
Pentru obtinerea unui acid optic activ prin hidroliza asimetrica in prezenta lipazei, atomul
de carbon chiral trebuie si se gdseasca in restul acil al esterului, in timp ce pentru obtinerea
alcoolilor optic activi acesta se va gési In restul alchil. S-a utilizat lipaza din Candida
cylindracea pentru obtinerea urmaitorilor compusi optic activi: acid (R)-2-(p-clorfenoxi)
propionic (I), ai carui derivati se utilizeaza pe scara larga drept ierbicide si (R)-2-butanol
(ID), care este un sinton important pentru compusi chirali.

*
Cl OO — EH — COOH CH; —CH; — CH —CH3
| |

CHj OH
I I

Drept substrat s-au folosit solutii de ester racemic cu concentratia 2 M (esterul
metilic al acidului 2-(p-clorfenoxi)-propionic, respectiv butiratul de sec-butil) in solutie
tampon borat 0,5 mM de pH 8,0 contindnd 3 mM CaCl, si 0,2 M NaCl. Reactia avut loc la
25°C,cu mentinerea pH-ului la 8. Reactia de hidroliza a 2-(p-clorfenoxi)-propionatului de
propil s-a oprit dupa 12 ore, cand conversia a atins 50% féard a mai creste in continuare,
chiar la adaugarea unei noi cantitéti de enzima, ceea ce arati o enantiospecificitate absoluta
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a reactiei. Esterul nereactionat s-a extras cu eter. Acidul obtinut s-a separat din faza apoasa
prin acidulare la pH 1,0, extractie cu eter §i evaporarea solventului.

La hidroliza butiratului de sec-butil reactia a atins conversia finala de 50 % dupa 14
ore. Esterul nereactionat si alcoolul rezultat s-au extras cu eter i s-au separat prin distilare
in vid. Se poate observa (tabelul 3.3) ca s-au obtinut randamente ridicate si puritati optice
avansate ale compusilor sintetizati. Aceste reactii pot fi aplicate chiar la scarad preparativa.

Tabelul 3.3. Hidroliza asimetrica a 2-(p-clorfenoxi)propionatului de metil si a butiratului
de sec-butil, catalizata de lipaza din Candida cylindracea [161].

Produsul obtinut Randament | Puritate® | Exces enantiomeric | Productivitate
(%) (%) (g/1-h-g enzima)

acid (R)-2-(p-clor- 85 97 96° 1,30
fenoxi)-propionic

(S)-2-(p-clorfenoxi)- 93 98 95°¢ 1,30
propionat de metil

(R)-sec-butanol 78 04 90° 0,21
(S)-butirat de sec-butil 79 95 88° 0,41

*Determinati prin cromatografie de gaz.

®Calculate prin comparatea valorilor rotatiilor optice determinate experimental cu cele din
literatura.

‘Determinate pe baza puritatii optice a acidului rezultat prin hidroliza alcalini a esterului.

Un brevet francez [162] prevede obtinerea izomerului levogir al 3-clor-2-metil-1-
propanolului prin hidroliza asimetricd a esterilor propionici sau butirici corespunzitori.
Reactia s-a efectuat la pH 8,5 mentinut prin adidugare de solutie NaOH 1 N din timp in
timp. Dupa 16 ore la 20°C s-a obtinut o conversie de aproximativ 25 %. Faza organici s-a
separat de cea apoasd prin centrifugare. Alcoolul optic activ s-a extras din faza apoasa
alcalinizatad cu cloroform si s-a distilat, obtindnd un produs al cirui continut in izomer
levogir a fost de 78 %. 3-clor-2-metil-1-propanolul optic activ este un intermediar
important in sinteza unor analgezice.

Hidroliza asimetrica a 1,2-diacetoxi-3-clorpropanului (I) cu lipaze duce la obtinerea
unui amestec de (R)-1-acetoxi-3-clor-2-propanol (II) si (R)-2-acetoxi-3-clor-1-propanol
(TIT) alaturi de (S)-1,2-diacetoxi-3-clorpropan (IV) [163]:

CH,0Ac CH,OAc CH,OH CH;0Ac
| lipaza | | |
CHOACc > CHOH + CHOAc + CHOACc
| H0 | | |
CH,Cl CH,(Cl CHy(CI CHy(Cl1
(R, S)-1 (R)-1II (R)-11I (S)-IV

Reactia se face la 25°C timp de 17 ore, obtindndu-se o conversie de aproximativ
75 %. Dupa extractie cu hexan si spalare pentru eliminarea alcoolilor formati, se obtine
esterul optic activ (S)-IV cu un randament de 20 % si puritate optici de 90 %. Acesta este
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un sinton important, fiind folosit mai departe pentru obfinerea (S)-propranololului, unul din
cei mai importanti B-blocanti folosifi in tratamentul hipertensiunii.

O alta categorie de compusi chirali care se pot obtine prin hidroliza asimetrici sunt
esterii epoxi-alcoolilor, de exemplu esterii glicidolului [164]. Acestia sunt de asemenea
sintoni chirali importanti pentru obtinerea unor -blocanti. De exemplu, prin hidroliza a
300 g butirat de glicidil racemic in 300 ml apa in prezenta a 7,5 g lipaza bruta din pancreas
de porc la pH 7,8 (mentinut prin adaugare de NaOH), dupd 6 ore de reactie s-a atins o
conversie de aproximativ 60 %. Dupa extractie cu clorura de metilen i distilare s-a obtinut
esterul optic activ, (R)-butiratul de glicidil, cu un randament de 98 % si puritate optica de
peste 92 %.

Y

\ X To0Cc—CsHy bipaza \ 7 ~ooc—GH; , \7A TOH

w

o W H0 O H O

an

La hidroliza esterilor butilici ai 3-metoxi-1-(fenilmetoxi)-2-propanolului si 3-clor-
1-(fenilmetoxi)-2-propanolului cu lipazda din Candida antarctica s-a  obtinut
enantioselectivitate ridicatd doar in cazul in care mediul de reactie a continut §i un
cosolvent organic, acetond sau ter{-butanol. Compusii optic activi obtinuti astfel se pot
utiliza la sinteza fenilmetil-glicidil-eterilor optic activi, care sunt sintoni C3; homochirali
importanti [165].

Foelsche §.a. au studiat obtinerea prin hidroliza asimetricd a unor 2-azido-alcooli
aciclici utilizadnd enzime comerciale din Candida cylindracea si Pseudomonas fluorescens.
Acesti alcooli sunt precursori ai amino-alcoolilor optic activi, de mare importanta ca si
sintoni chirali §i produsi de interes farmaceutic [166]. S-au utilizat esterii butirici ai azido-
alcoolilor. La solutia de lipazi in solutie tampon fosfat 0,1 N, pH 6,5 s-a addugat esterul
azido-alcoolului. pH-ul s-a mentinut tot timpul la 6,5 prin addugare de NaOH 1 N. Dupa un
timp care s-a situat intre 7-55 ore in functie de natura substratului, cAnd conversia a ajuns
in jur de 30-40 %, alcoolul optic activ §i esterul nereactionat s-au separat prin
cromatografie pe coloand, iar esterul s-a hidrolizat in continuare cu lipazi, pand la o
conversie de aproximativ 30 % (deci in total 60-70 %). Dupa separare in acelasi mod, s-au
obtinut esterii azido-alcoolilor, optic activi, cu randamente de separare intre 22-46 % si
exces enantiomeric de la 22 pani peste 98 % in mai multe cazuri.

in cursul experimentelor de obtinere a amino-alcoolilor optic activi grupul
mentionat a reusit §i separarea de enantiomeri ai unor ciclohexanoli 2-substituiti (cu grupe
azido-, nitro- sau ciano-) prin hidroliza esterilor butirici corespunziatori. Plecdnd de la
aceste rezultate s-a reusit extinderea metodei de hidrolizd asimetricd cu lipaze pentru
obtinerea de ciclohexanoli substituiti optic activi §i de a obtine pe aceasti cale noi sintoni
chirali pentru compusi biologic activi. Are loc urmatoarea reactie [167]:

O\/Pr

. ) P
I lipaza ~7 0

I
o)

Y

X H,O

X

61

BUPT



O serie din compusii mentionati s-au obtinut cu randamente bune §i puritati optice
ridicate (tabelul 3.4).

Tabelul 3.4. Obtinerea enantioselectiva a esterilor 2-ciclohexanolilor substituiti prin
hidroliza asimetrica cu lipaze [167]

Substituent | Enzima | Timp | Conversie | Randament® | Izomer | Exces enantiomeric

X (h) (%) %) (%)
OME °CC 5 60 32 S,S 93
OMe °P 28 53 44 S,S >98
OEt CC 5 61 32 S,S 40
OEt P 28 52 46 S,S >98
Cl CC 4,5 60 32 S,S 90
Cl P 16 50 46 S,S >98
Et CC 35 57 38 S,S 96
Et P 100 52 42 S,S 94
C=CH CC 7 63 32 S,R 94
C=CH P 96 50 42 S,R >98
N=C CC 4 66 28 S,S >98
N=C P 6 58 37 S,S 95
NMe, CC 48 42 52 n.d. <2
NMe, P 30 40 55 n.d. <2

®Candida cylindracea
®Pseudomonas species
‘Randamentul de izolare al produsului

Kalaritis s.a. au constatat ca lipaza din Pseudomonas fluorescens manifesta
specificitate pentru enantiomerii S ai mai multor esteri ai acidului hexanoic 2-substituiti
[168]. Reactia s-a facut in mediu de solutie tampon la pH 7-8. Cand conversia a atins 50 %
(dupa aproximativ 4 ore), esterii nereactionati s-au separat printr-o simpla extractie, cu un
exces enantiomeric cuprins intre 72-91 %. Enantiomerii nedoriti s-au racemizat foarte
simplu prin agitarea solutiilor esterice ale acestora cu hidrura de sodiu in cantitati catalitice,
peste noapte, la temperatura ambianta. Viteza de hidroliza in cazul acestor reactii a fost
mare, cea mai rapidi fiind hidroliza 2-fluoro-hexanoatului de etil. Procesul permite
utilizarea unor concentratii mari de substrat §i a unui raport substrat/enzima ridicat (500 g/1
si respectiv 4000 g/g In cazul hidrolizei 2-fluoro-hexanoatului de etil), ceea ce alaturi de
costul redus al enzimei, recomanda acest proces pentru aplicare industriala. (R)- si (S)-2-
fluorohexanoatii de etil sunt intermediari importanti in sinteza 16-fluoroprostaglandinelor
(antihipertensive) si 16-fluoroprostaciclinelor (vasodilatatoare).

Pentru obtinerea unor sintoni optic activi functionalizati cu sulf, derivati ai
3-hidroxi-esterilor, care sunt importanti pentru sinteza multor compusi optic activi naturali
si sintetici, s-a studiat hidroliza enantioselectiva a 2-(metiltio)-3-acetoxi-esterilor cu lipaza
din Aspergillus species [169]. Reactia s-a facut in tampon fosfat 0,1 M de pH 7,2 la
temperatura camerei. S-a constatat cd este hidrolizat doar diastereomerul anti, acesta
obtinandu-se dupi 12 ore de reactie cu un exces enantiomeric de 88 %.

O altd utilizare a hidrolizei enantioselective cu ajutorul lipazelor o constituie
obtinerea de (+)-endo-(1R,2R,5R)-biciclo-[3,3,0]oct-7-en-2-0l, [170]:
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| lipaza
o

tampon fosfat pH 7,0

rac-1 (1R, 2R, 5R)-2 (1S, 2S, 55)-1

Reactia s-a facut in solutie tampon fosfat 0,1 N de pH 7,0, cu addugare de NaOH
pentru mentinerea pH-ului. Timpul de reactie a fost intre 1-8 ore. S-au folosit mai multe
feluri de lipaze: din Candida cylindracea, pancreas de porc, Pseudomonas fluorescens si
Mucor miehei. Reactia a decurs cel mai rapid, cu enantioselectivitate §i conversie practic
totale cu lipaza din Pseudomonas. Acesti compusi servesc ca materie prima pentru sinteza
unor sesquiterpene ciclopentanoidice.

Lipazele hidrolizeazd enantioselectiv §i unii esteri ai derivatilor N-benziloxi-
carbonilici ai aminoacizilor, avand formula generala [171]:

R

I
Z—NH — CH— COO — CH, — CH, — ClI

Z = benziloxicarbonil

Conditiile de reactie au fost, pentru lipaza din Aspergillus niger: temperatura 25°C,
pH 7,0 (tampon fosfat 0,2 M) mentinut In timpul hidrolizei prin addugare de NaOH 0,5
M.Timpul de reactie a diferit mult in functie de natura enzimei utilizate gi a substituentului
R. S-au testat trei tipuri de lipaze (tabelul 3.5). Enantioselectivitatea cea mai pronuntata s-a
inregistrat in cazul lipazei din Aspergillus niger. Trebuie remarcat cd in toate cazurile
enantiomerul L fost hidrolizat preferential. Aminoacizii optic activi obtinuti se pot folosi
drept sintoni pentru sinteza unor peptide analoage cu cele biologic active.

Tabelul 3.5. Hidroliza asimetrici a derivatilor N-benziloxicarbonicili ai aminoacizilor cu

lipaze [171].
Tipul lipazei

Substituent Aspergillus niger Pseudomonas fluorescens | Candida cylindracea

conversie e.c. conversie e.e. conversie e.e.
metil 36 89 46 16 38 7
etil 40 96 49 52 36 7
n-propil 27 86 43 58
n-butil 32 85 52 60 42 30
n-pentil 44 95 25 80 27 60
n-hexil 31 94 47 87
i-propil 14 92 8 53
2-propenil 34 86 40 52 31 27
benzil 32 84 12 57 35 63
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Alte cercetidri au stabilit ca lipaza din pancreas de porc hidrolizeaza enantioselectiv
esterii metilici ai acizilor aspartic gi glutamic N-acetilati [172]. Se hidrolizeazd doar
gruparea estericd aflatd In vecinitatea grupei N-acetil, obtindndu-se enantiomerul L.
Reactia se face la pH 7,2.

Holmberg s.a. au stabilit ca utilizarea unui ester bichiral determina o amplificare a
enantioselectivitatii hidrolizei enzimatice, prin combinarea diastereoselectivitétii chimice
cu enantio- §i diastereoselectivitatea enzimaticd. Acest lucru s-a demonstrat la obtinerea
unui alcool secundar optic activ, prin hidroliza 2-clorpropionatului de 1-feniletil [173].

In majoritatea cazurilor studiate in literatura, compusii supusi actiunii enzimatice au
centrul chiral sau prochiral situat la una sau cel mult doua legéturi de gruparea carbonil
reactivi. S-a demonstrat insd, pe exemplul unor ditioacetal-esteri racemici, ci
enantioselectivitatea se manifesta pana la o distantd de cinci legaturi intre centrul chiral sau
prochiral i gruparea carbonil estericd. Aceastd selectivitate nu scade obligatoriu cu
cresterea distantei, fiind mai buné in cazul existentei unei distante de 4 legaturi, decat la 3
si 5 legéturi [174].

S-a stabilit cd enantioselectivitatea lipazei din Candida cylindracea se mareste daci
enzima este purificatd prin tratare cu deoxicolat i solvent organic (eter-etanol 1:1). Se
considera ca aceasta este rezultatul modificarii necovalente a proteinei enzimatice [175].

Reactiile de hidroliza enantioselectiva catalizate de lipaze vor dobandi o importanta
practica deosebitd in viitorul apropiat. Interesul deosebit al cercetatorilor din majoritatea
tarilor avansate pentru a obtine pe aceasta cale sintoni pentru fabricarea unor compusi optic
activi cu utilizari farmaceutice si biomedicale reprezintd o garantie a acestei presupuneri.
Simplitatea procedeului, costul redus, puritatea opticd avansatd a produsilor sunt
principalele avantaje care vor impune utilizarea pe scard largd a reactiilor de hidroliza
asimetricd enzimatica.

3.2. Reactii de esterificare §i transesterificare catalizate de lipaze
3.2.1. Sinteze de esteri prin reactii de esterificare directa catalizate de lipaze

Posibilitatea utilizarii lipazelor drept catalizatori In reactii de esterificare a fost
adusa in actualitate in 1977 de Tsujisaka s.a. care au ardtat ca in functie de specificitatea
enzimei folosite, in reactia dintre glicerina si acizi grasi se obtin produse diferite [176].

Prin reactii de esterificare dintre acizii grasi si diversi alcooli, catalizate de lipaze,
se pot obtine o serie de produse utilizate mai ales in industria alimentara:

- mono- $i diesteri ai glicerinei cu lipaze 1,3-specifice (emulgatori)

- esteri ai alcoolilor primari si secundari (plastifianti, aromatizanti)

- poliesteri pe baza de compusi polihidroxilici ca glucoza, fructozi, etc.

(biosurfactanti).

Lipazele utilizate trebuie si aiba in primul rdnd o specificitate corespunzitoare,
pentru a produce produsul dorit la un cost rezonabil. Aceasta specificitate de substrat se
poate manifesta atit in raport cu acidul cét si cu alcoolul utilizat. De asemenea, lipazele
trebuie sa fie active si stabile in conditiile de reactie utilizate.

Reactiile de esterificare enzimatice au loc in general la temperaturi de pana la 70°C
in prezenta unei cantitdti reduse de apid. S-a demonstrat cé lipaza pancreaticd isi mentine
activitatea chiar la o concentratie de apa de numai 0,015 % si temperaturd de aproape
100°C [280]. O serie de alte lipaze, mai ales in stare imobilizata, sunt active si rezistente la
inactivare termicd in conditiile unui continut redus de apa, dar ele sunt susceptibile la
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otravire din cauza unor impuritati prezente in cantitd{i mici in materiile prime. Daci este
posibil, pentru utiliziri comerciale trebuie selectionate lipaze rezistente la acest tip de
otrdvire. Sistemele de reactie pentru esterificare (ca si pentru transesterificare, de altfel)
constau din lipaza si o cantitate mica de apa dispersate intr-o faza organica ce este alcatuita
din reactanti si, daci este cazul, dintr-un solvent organic nemiscibil cu apa. Cantitatea mica
de apa din sistem se repartizeazi intre catalizator si faza organica. Lipazele catalizeaza
reactiile la interfefe si pentru a obtine viteze mari de reactie, este necesar ca suprafata
acestei interfete Intre faza de reactanti nemiscibild cu apa §1 faza hidrofild ce contine lipaza
sa fie cat mai mare. Acest lucru se poate realiza prin legarea lipazei de suprafata unui
suport cu particule macroporoase. Catalizatorii cei mai activi s-au obtinut prin adsorbtia
lipazei pe particule de polimeri macroporosi organici sau anorganici. Pentru prepararea
catalizatorilor se poate utiliza adsorbtia prin interactiune ionicd sau hidrofobi. O altd
metoda, des utilizatd, consta in legarea pe suprafata unor particule anorganice poroase
(cum ar fi pamanturile de diatomee calcinate) a unui strat de lipaza brutd. Legarea se poate
realiza prin precipitatea cu un solvent a proteinei in prezenfa particulei respective, sau
printr-o uscare inceatd, controlati, a unui amestec de particule in exces cu o solutie
concentrata de lipaza. Activitatea nu este singurul factor de care trebuie si se tind cont la
alegerea unui suport pentru imobilizarea lipazei. Acesta trebuie, dacd este posibil, si
contribuie la stabilizarea enzimei in reactorul de sinteza si s aibi caracteristici mecanice
potrivite pentru a putea fi folosita [177]. In ultima perioada au fost propuse o serie de
variante de imobilzare a lipazelor prin entrapare in silicageluri hidrofobe. Asemenea
biocatalizatori au fost testati cu succes in reactii de esterificare [178-182].

In general vitezele de reactie in cazul esterificirilor catalizate de lipaze sunt
suficient de mari pentru a permite utilizarea lor la obtinerea la scard industriala a esterilor
acizilor grasi.

Asa cum s-a ardtat, adeseori reactantii lichizi indeplinesc i rolul de mediu de
reactie. Insi, in mod frecvent, reactantii sunt fie solizi la temperatura de reactie, fie
nemiscibili unul cu altul. In aceste cazuri este necesari utilizarea unui solvent pentru a
obtine un mediu de reactie omogen. Se pot utiliza solventi nepolari, nemiscibili cu apa,
cum ar fi hexan, eter de petrol, toluen, tricloretan. Utilizarea unor solventi miscibili cu apa
ca acetond, tetrahidrofuran sau dimetilformamida in general duce la viteze de reactie foarte
mici. Se crede cd acesti solventi inactiveazd catalizatorul prin dehidratarea excesiva a
enzimei [177]. In situatiile cAnd reactantii sunt lichide miscibile sau se utilizeaza un
solvent organic pentru a omogeniza mediul de reactie, esterificarea poate fi realizata cu
ajutorul lipazelor imobilizate intr-un reactor cu pat fix de catalizator. Daca reactantii sunt
nemiscibili sau se utilizeaza solutii apoase de lipaza, deci apar sisteme de reactie bifazice,
reactiile se pot-face in reactoare cu membrana [183].

O posibilitate investigata intens in ultima vreme este utilizarea de CO, supercritic
drept mediu de reactie pentru reactiile de esterificare §i transesterificare catalizate de
lipaze. S-a constatat cd enzima 15i pastreaza activitatea in mediul de fluid supercritic si
acest mediu prezintd o serie de avantaje fatd de solventii organici obisnuiti: este ieftin,
netoxic, neinflamabil si recuperarea produsilor se poate realiza usor la terminarea reactiei
[184-190]. Este posibila chiar fractionarea acestor produsi prin extractie cu fluide
supercritice [191], iar in unele cazuri enantioselectivitatea enzimei s-a dovedit a fi mai
mare decat in solventi organici [192]. Lipaza din pancreas de porc, care in mod obisnuit nu
este enantioselctiva in reactia de hidroliza a trigliceridelor [159], in conditii supercritice
dobandeste aceasta specificitate [193]. Principalele probleme legate de utilizarea fluidelor
supercritice sunt de ordin tehnologic si preful ridicat al instalatiilor respective.
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In prezent se recunoaste faptul ci prezenta apei, in mod uzual in cantitati foarte
mici, este necesard in sistemele de reactie de esterificare §i transesterificare. Foarte mare
importantd are confinutul de apd din sistemul de reactie, respectiv activitatea
termodinamica a apei, care trebuie mentinuta la un nivel controlat stabilit pentru fiecare
asemenea sistem [91, 194 -197].

Acesta apa poate avea doua roluri. In primul rdnd este necesari enzimei pentru
mentinerea starii active hidratate, iar In al doilea rdnd este un reactant pentru reactia
inversa, de hidroliza, jucind un rol important in stabilirea echilibrului reactiei. In aceast
ordine de idei, trebuie luatd in considerare si apa rezultatd in reactie, care determina
scidderea randamentului in ester. Pentru a obfine randamente mari este necesar ca reactia s
fie dusi péna la capat, fie prin utilizarea unui exces insemnat al unuia din reactanti, fie prin
indepdrtarea unuia din produsii formati. Cea din urma solutie este preferatd pentru sintezele
la scara industriali. Indepirtarea apei se poate face prin distilare in vid, distilare
heteroazeotropa, absorbtie pe medii care leaga apa, prin trecerea unui curent de gaz uscat in
partea superioara a reactorului sau prin utilizarea unei suprafete reci in partea superioard
pentru a elimina apa sub forma de gheatd. O posibilitate interesanti este introducerea in
sistemul de reactie a unei perechi de hidrati de saruri solide, de exemplu Na,SO4 anhidru si
decahidrat, pentru a tampona activitatea apei la o anumita valoare [198, 199].

3.2.1.1. Sinteza esterilor glicerinei cu lipaze

Sinteza esterilor glicerinei prin reactia dintre glicerind si acizi grasi catalizati de
lipazd prezintd un interes comercial considerabil, datoritd utilizarii acestor compusi pe
scara largd ca emulgatori in industria alimentara.

Asa cum se cunoaste, sinteza chimicd a emulgatorilor are anumite inconveniente
legate de inchiderea la culoare a produsilor datoritd conditiilor de temperaturd, ceea ce
necesita purificarea lor ulterioara.

Obtinerea mono- si digliceridelor se poate face in principiu pe trei cai:

a. esterificarea directd a glicerinei cu acizii grasi in prezentid de catalizatori, la
temperaturi inalte. Acest procedeu este industrializat intr-o serie de tiri. Procedeul
enzimatic reprezinti o alternativa la cel clasic, tinind cont de avantajele cunoscute pe care
le prezinta.

b. reactia dintre trigliceride si glicerina (glicerolizd), In prezenta unor catalizatori
alcalini, care duce la un amestec de mono-, di- i trigliceride. Concentratia
monogliceridelor poate fi marita prin distilare [201].

c. hidroliza partiali a trigliceridelor. Procedeul clasic de hidroliza a trigliceridelor in
mediu alcalin la temperatura si presiune inaltd duce la obtinere de glicerind si acizi grasi
(sapunuri). In cazul utilizarii lipazelor drept catalizatori, acest proces poate fi oprit la
stadiul de mono- sau diglicerida, datorita selectivititii lipazei, asa cum s-a aritat anterior.

Obtinerea de esteri ai glicerinei cu acizii grasi s-a efectuat prin esterificare directa,
in sisteme bifazice [176]. Reactantii lichizi s-au amestecat direct cu o solutie apoasa de
lipaza. Acizii grasi fiind nemiscibili cu apa, pentru a obtine o vitezi de reactie
corespunzétoare a fost esentiala realizarea unei interfete cit mai mari intre cele doui faze
printr-o agitare intensd. Reactia fiind reversibild, randamentul in ester depinde de
continutul in apa al sistemului. Amestecul de reactie a constat din 4 ml glicerini, 1 ml ap3,
0,1 ml solutie de lipaza (contindnd 30 unitati enzimatice) si 0,1 ml acid gras. S-a agitat
acest amestec timp de 16 ore la temperatura de 30°C cu o vitezi de 200 rotatii/minut. S-au

obtinut randamente de esterificare destul de bune, mai ales cu lipaza din Aspergillus niger
(tabelul 3.6).
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Tabelul 3.6. Sinteze de esteri ai glicerinei cu acizi monocarboxilici catalizate de lipaze
microbiene [176]

Tipul lipazei
Denumirea Aspergillus Rhizopus Geothricum Penicillium
acidului niger delemar candidum cyclopium
Grad de esterificare (%)
acid acetic 24,9 0 0 0
acid butiric 73,5 4,1 0 0
acid caprilic 75,4 67,7 0 32,0
acid lauric 71,9 31,8 13,9 87,1
acid palmitic 13,8 38,0 4,6 9,0
acid stearic 10,5 2,0 5,3 5,9
acid oleic 75,3 70,4 66,4 69,0
acid ricinoleic 60,0 57,0 24,3 68,4

Randamentele scizute in cazul acizilor palmitic si stearic se datorau faptului ci
acestia sunt solizi la temperatura de reactie. Analiza produsilor de reactie prin
cromatografie in strat subtire a aratat prezenta atdt a mono-, di-, cat si a trigliceridelor
corespunzitoare. '

S-au realizat §i sisteme bifazice in care substratul insolubil in apd era dizolvat
intr-un solvent nemiscibil cu apa. Uneori insa la asemenea sisteme a apdrut problema
denaturarii enzimei din cauza solventului [202].

Un asemenea sistem de reactie a fost constituit din 10 g acizi grasi (fie amestec de
acizi C-C,g, fie amestec de acid palmitic §i stearic in proportii egale) dizolvati in 500 ml
solvent organic (ciclohexan sau heptan), 250 g glicerina continidnd 5% apa si 1 g lipaza din
Rhizopus delemar [203]. Reactia s-a facut prin amestecare energica intr-un reactor de 2 1 la
37°C timp de 4 ore. Randamentele obtinute au fost scazute, intre 17 si 21 %. Produsele de
reactie au fost constituite in majoritate din 1,3-digliceride, alaturi de 1,2-digliceride,
monogliceride si cantitéti foarte mici de trigliceride.

Asa cum se observi, realizarea reactiilor de esterificare in sisteme bifazice este
legatéd de o serie de inconveniente care fac dificild aplicarea unor asemenea procese la scara
industriala. Pentru depasirea lor au fost concepute bioreactoare cu membrana.

Un asemenea bioreactor cu flux orizontal ce opereaza in regim continuu consta din
trei compartimente distincte, separate intre elé de cdte 0 membrani microporoasa hidrofoba
din polipropilena [204]. Prin compartimentul central este pompata o solutie de lipaza (de
ex. din Chromobacterium viscosum) in glicerind, in timp ce prin cele douad compartimente
exterioare se pompeazad acidul gras. Lipaza este solubilizata intr-o cantitate micid de apa,
concentratia inifiald a apei In sistemul glicerind-lipazi fiind de 3%. Datoritd naturii
hidrofobe a membranei, acidul gras poate difuza rapid prin micropori spre faza hidrofila ce
contine lipaza si glicerina, reactia de esterificare avdnd loc la interfata membranei.
Gliceridele formate difuzeazi inapoi in faza lipofila de acid gras, in timp ce celilalt produs
format, apa, raiméne in faza hidrofila. Indepartarea apei formate in reactie din sistem s-a
realizat prin intercalarea pe traseul de recirculare a unei coloane cu site moleculare.
Temperatura s-a mentinut la 40°C. Activitatea initiali a enzimelor a fost de 6.000
unitati/ml solutie de glicerind. in aceste conditii au fost incercate mai multe lipaze
microbiene pentru esterificarea acidului oleic cu glicerini (tabelul 3.7)
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Tabelul 3.7. Sinteze de esteri ai glicerinei cu acid oleic catalizate de lipaze microbiene in
reactorul cu membrana [204]

Provenienta lipazei Activitatea | Conversia
(unitati/mg) (%)
Candida cylindracea 290 3,8
Chromobacterium viscosum 56 78
Mucor miehei 35 74
Pseudomonas fluorescens 200 55
Rhizopus delemar 350 32

Analiza produsilor de reactie a aritat ca esterii formati sunt constituiti din cantititi
aproximativ egale de mono- si digliceride, in timp ce cantitétile de trigliceride formate sunt
mici sau neglijabile.

In ultimii ani au fost facute o serie de incerciri de sinteza a unor gliceride utilizdnd
lipaze imobilizate accesibile comercial, cum ar fi Lipase G (de la firma Amano) provenita
din Pseudomonas species si avand specificitate pentru monogliceride, sau Lipozyme (de la
firma Novo) din Mucor miehei, care este 1,3-specificd [183]. Astfel reactia dintre acid oleic
si glicerind, catalizatd de Lipase G, duce aproape exclusiv la formare numai de
monogliceride, insa nu s-au obtinut decat conversii mici.

Lipozyme catalizeaza reactia dintre acid oleic si glicerina, desi cu viteze mai mici
decat Lipase G, obtindndu-se gliceride in ordinea: digliceride > monogliceride >
trigliceride. Randamente mai ridicate in gliceride s-au obtinut utilizdnd site moleculare
pentru indepirtarea apei formate [183]. Recent s-a demonstrat cd formarea trioleinei in
acestd reactie este datoratd izomerizarii 1,3-dioleinei si esterificérii grupei hidroxil primare
devenite libere [284].

O alta varianta de sinteza cercetata foarte mult in ultima perioada pentru reactiile de
esterificare catalizate de lipaze este cea care utilizeaza miceliile inverse ca medii de reactie
[202, 205]. Acestea sunt stabile din punct de vedere termodinamic, omogene §i au mari
suprafete ale interfetei accesibile pentru rectiile enzimatice. Aceste sisteme nu necesita
agitare mecanicd sau emulsifiere. Echilibrul chimic poate fi deplasat in directia formarii
esterului prin controlul asupra continutului de api al sistemului. Enzima este protejata fata
de denaturarea produsi de solvent datorita stratului de surfactant.

Pentru obtinerea miceliilor inverse se utilizeazd surfactanti sintetici ca
sulfosuccinatul de bis(2-etilhexil) sodiu (AOT) sau fosfolipide obtinute din surse naturale
naturale, cum ar fi fosfatidilcolina si fosfatidiletanolamina. Intr-un astfel de sistem ce
utiliza fosfatidilcolind s-a observat formarea 1-monogliceridelor si 1,3-digliceridelor din
glicerind §i acizi grasi, in timp ce 1,2-digliceride i trigliceride nu au fost sintetizate. Acest
lucru este datorat lipazei din Rhizopus delemar utilizate, care este 1,3-specifici, asa cum
s-a mai ardtat. Se considera ca prin utilizarea unei lipaze nespecifice s-ar putea sintetiza in
acest mod si o serie de trigliceride [206].

Sinteza 1-monogliceridelor a fost realizatd in micelii inverse de tip
apd/AOT/izooctan cu lipazé din Rhizopus delemar. S-a demonstrat ca reactiile s-au oprit la
atingerea echilibrului cinetic, cu exceptia unor rare cazuri cind se produce dezactivarea
enzimei. Conversiile maxime in monogliceride care s-au obtinut au fost de 50-60 %, in
timp ce cantitatea de digliceride sintetizatd in conditiile respective a fost scizuta.
Specificitatea fata de acizii grasi, exprimata prin viteza initiala a reactiei, a fost: acid oleic
> acid caprilic > acid miristic > acid lauric > acid palmitic = acid stearic [207].
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Pentru sinteza monogliceridelor de puritate inalta a fost propusa si o metodi
combinatd, chimica si enzimaticd. Acetalul corespunzitor, sintetizat pe cale chimicd din
glicerind §i acetond, s-a esterificat cu un acid gras in prezenta lipazei rezultand acetal-
esterul acidului gras respectiv, care prin hidrolizé a dus la obtinerea monogliceridei in stare
purd [202].

O alti posibilitate de a obtine monogliceride este utilizarea acidului fenilboronic
drept agent de protectie si solubilizare a glicerinei [208]. S-a utilizat Lipozyme, iar ca
solvent n-hexanul. Reactia a avut loc in doua etape:

CH,OH Acid fenilboronic CHy— O 7/ \ CH,0OH
Lipozyme /B_ acetond / apa |

CHOH +R—COOH —>» CH —O — » CHOH
n-hexan

CH,0H CH,—OCOR CH, —OCOR

S-a lucrat la 60°C, timp de 3 ore, iar hidroliza esterului fenilboronic s-a facut prin fierbere
timp de 30 de minute in amestec acetond/apd in raport 2/3. S-au obtinut esteri ai unor
hidroxiacizi grasi cu randamente de pana la 80 %, cele mai bune rezultate fiind inregistrate
in cazul acidului 12-hidroxi-octadecanoic.

3.2.1.2. Sinteze de esteri ai alcoolilor monohidroxilici primari si secundari

Reactiile de esterificare catalizate de lipaze pot fi utilizate §i pentru a obtine o serie
de alti esteri decét gliceridele. Problemele generale ale acestori sinteze sunt aceleasi ca in
cazul sintezei esterilor glicerinei cu acizii grasi, deci si variantele de sinteza utilizate sunt
asemanatoare.

Esterii acizilor carboxilici sunt componente importante ale aromelor naturale
utilizate in industria alimentard. De exemplu, butiratul de etil si acetatul de izoamil au fost
gdsiti in aromele de cipsuni si respectiv de banane. Acesti compusi sunt sintetizati in mod
uzual prin metode chimice, insd procedeele enzimatice devin din ce in ce mai atrigitoare
[209].

O serie de esteri ai alcoolilor primari §i secundari cu catena scurti, medie sau lunga
au fost obtinuti cu ajutorul lipazelor.

Primele experimente mentionate in literatura de specialitate au fost efectuate in
sisteme bifazice, confinind 0,2 ml alcool, 0,1 ml acid oleic, 0,5 ml solutie de cazeini 1% si
0,5 ml solutie de lipazi microbiana (confindnd 30 unitdti enzimatice). Reactiile s-au
efectuat la 30°C timp de 16 ore, prin agitare energica la 200 rotatii/minut. S-au obtinut
esteri ai alcoolilor primari cu randamente in general ridicate, indiferent de provenienta
enzimei folosite. Exceptie a facut doar lipaza din Aspergillus niger, in cazul alcoolilor cu
catene mai lungi decat C,4. Esterii alcoolilor secundari au fost sintetizati insd numai de
lipaza din Geothricum candidum (tabelul 3.8) [210].
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Tabelul 3.8. Sinteze de esteri ai acidului oleic cu alcooli primari i secundari [210]

Tipul lipazei
Denumirea Aspergillus Rhizopus Geothricum Penicillium
alcoolului niger delemar candidum cyclopium
Grad de esterificare (%)

metanol 17 55 62 40
etanol 19 65 56 18
1-propanol 42 81 62 39
1-butanol 56 85 31 40
i-butanol 37 85 20 64
1-hexanol 7 56 29 61
1-octanol 10 86 59 57
1-decanol 9 68 72 76
alcool benzilic 9 14 3 32
2-propanol 0 0 32 1
2-butanol 0 0 38 1
2-pentanol 0 0 35 1

Alte cercetdri pentru obtinerea de esteri in sisteme bifazice continand api au avut
drept scop sintetizarea de esteri ai acidului 2-metilpentanoic. Acestia se disting prin
mirosuri vegetale (coacaze negre, flori de soc) si au o serie de alte proprietati care 1i fac
utilizabili ca odorizanti. Cele mai bune rezultate s-au obtinut la esterificarea cu alcool
prenilic (HO-CH,-CH=C(CH3)-CH3), in prezenta lipazei din Candida cylindracea. Dupa
40 de ore la temperatura de 30°C s-a obtinut un randament de 98 % in ester [211].

O serie de esteri ai acizilor §i alcoolilor cu catend lungd s-au sintetizat cu
randamente in jur de 80 % tot in sisteme bifazice, dar continidnd un solvent organic (tabelul
3.9). Amestecul de reactie a fost constituit din cate 200 mg alcool si acid, 5 mg lipazi in
0,5 ml solutie tampon acetat 0,05M de pH 5,6 si 4 ml n-hexan. Esterificarea s-a facut la
30°C, timp de 16 ore, sub agitare [211].

Tabelul 3.9. Sinteze de esteri cu lipaze in sisteme bifazice api-solventi organici [211]

Denumirea Denumirea Provenienta lipazei Grad de esterificare
alcoolului acidului (%)

alcool palmitic | acid palmitic Pseudomonas species 87

alcool oleic acid stearic Mucor miehei 80

alcool oleic acid oleic Geothricum candidum 80

Un progres important in direcfia aplicarii industriale a reactiilor de esterificare
catalizate de lipaze a inregistrat firma Novo prin utilizarea unei enzime imobilizate.
Catalizatorul folosit a fost Lipozyme Novo care este lipaza din Mucor miehei imobilizata
pe Duolite ES 568. S-a observat cd in prezenta acesteia esterificarea acidului oleic cu
octanolul este destul de rapida, viteza de reactie in cazul unui amestec echimolar la
temperatura de 60°C fiind de 1,27 pmoli/min/g catalizator, ceea ce reprezinta 5-10 % din
viteza de hidroliza a trioleinei cu aceeasi cantitate de enzimi liberd la 40°C. La sinteza
miristatului de miristil, utilizdnd amestecuri echimolare de alcool miristic si acid miristic,
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la 70°C si presiune atmosferica reactia s-a oprit la un randament in ester de 85 % din cauza
acumularii apei in sistemul de reactie. Daca insa s-a indepartat apa prin distilare in vid,
randamentul a crescut la 99 %. Catalizatorul s-a dovedit a fi stabil in conditiile existente in
reactoarele cu amestecare i s-a reutilizat succesiv pentru reactiile de esterificare,
productivitatea sa fiind de cel pufin 1,2 tone de ester la 1 kg catalizator.

Oleatul de n-butil a fost de asemenea sintetizat prin simpla amestecare a materiilor
prime cu enzima §i menfinere sub agitare la 37°C. Cu lipazd din Chromobacterium
viscosum (continand 5,9 % apa), fara adaugare de apa sau solvent organic, s-a obtinut dupa
12 ore un randament de 98 % fata de acidul oleic [286].

Aceastd tehnologie este considerata corespunzatoare pentru a obtine o largi
varietate de esteri pornind de la acizi grasi si alcooli primari §i secundari, cu conditia ca
materiile prime sé fie miscibile intre ele. S-au obtinut randamente ridicate si produsi de o
excelentd calitate. Totusi, din cauza prefului ridicat al enzimei imobilizate, se considera ci
aplicarea industriald a acestei tehnologii se va face numai pentru esterii cu valoare
comerciala ridicata [177].

O alta variantd de sinteza este utilizarea de solventi organici in conditii aproape
anhidre, care are o serie de avantaje ce au fost prezentate anterior. Printr-o alegere potrivita
a solventului se poate realiza in unele cazuri omogenitatea sistemului de reactie, chiar daca
reactantii ca atare sunt nemiscibili, elimindnd problemele datorate transferului de masa
defectuos in sistemele multifazice. Alegerea solventului este insd de multe ori dificila,
intrucat natura lui influenteaza foarte mult reactia. Astfel, la esterificarea acidului butiric cu
heptanolul in diversi solventi organici cu lipazd din pancreas de porc la 20°C doar hexanul
si toluenul s-au dovedit a fi corespunzitori. in hexan, dupa doui ore de reactie, s-a obtinut
o conversie de peste 90 % [90].

In cazul sintezei esterului acidului lauric cu n-hexanolul, utilizdnd lipaza din
Candida cylindracea imobilizatd prin legare cu glutaraldehidd pe un copolimer alcool
polivinilic-polietilenimind dupd 22 de ore de reactie la 25°C in prezenta unei cantititi
reduse de apd, solventul organic cel mai eficient s-a dovedit a fi izooctanul (randament
cantitativ), urmat de n-heptan (randament 63,9 %), toluen si benzen (randament 42,7 %)
[212].

Trei esteri aromatizanti au fost preparafi prin esterificare directd din alcoolii si
acizii corespunzitori, in mediu de n-heptan §i in prezenta unei cantititi reduse de apa
(0,1%). In conditiile de reactie optimizate s-au sintetizat acetatul de izoamil (24 h, 30°C,
randament 82 %) cu lipazd din Mucor miehei, 2-metilbutanoatul de etil (24 h, 55°C,
randament 82 %) cu lipaza din Candida antarctica si acetatul de citronelil (24 h, 45°C,
randament 98 %) cu lipaza din Candida antarctica [213].

Dupa o retetd asemanitoare, un alt colectiv a sintetizat o serie de esteri
aromatizanti: acetat de izoamil, butirat de etil, butirat de izopropil, propionat de izoamil,
butirat de izoamil cu randamente cuprinse intre 92-97 %, lucrand la 40°C, sub agitare, in
mediu de n-hexan i la un continut initial de apa al sistemului de 0,4 %. Enzima folosita a
fost Lipozyme [214].

Bloomer §.a. au obtinut o serie de esteri etilici ai acizilor grasi cu lipaza din
Rhizomucor miehei (Lipozyme), utilizdnd drept mediu de reactie n-pentan sau n-hexan, la
reflux si cu indepartarea apei formate in reactie. S-au obtinut cu randamente de peste 99 %
esteri ai acizilor oleic, linoleic, a-linolenic §i arahichidonic, fara a avea loc peroxidarea
legéturilor duble. S-a sintetizat de asemenea si oleatul de oleil pe aceasti cale, doar cu un
grad scdzut de peroxidare [215]. Stearatul de etil a fost obtinut si la scard preparativa (2
kg). La un raport molar etanol/acid stearic de 1,25 si o concentratie de enzima de 5 % in
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masa de reactie, s-a ajuns la conversie de peste 99 % dupa 90 de minute de refluxare in
n-hexan [216].

O serie de esteri au fost sintetizati prin esterificare directd din acizii carboxilici si
alcoolii corespunzatori, cu lipaza din Candida cylindracea imobilizata pe un suport de tip
nylon, prin legare covalentd prin intermediul glutaraldehidei. Activitatea enzimei
imobilizate a fost maxima in intervalul de temperaturd cuprins intre 25-37°C. Mediul de
reactie utilizat a fost hexanul, in conditii aproape anhidre. Viteza initiala de formare a
propionatului de etil din etanol §i acid propionic a fost de 0,017 moli/h.g enzima
imobilizatd. S-au sintetizat si alfi esteri: butirat de etil, propionat de izoamil si butirat de
izoamil, cu viteze initiale comparabile, echilibrul de reactie atingdndu-se in mai putin de 10
ore. Lipaza imobilizatd s-a dovedit a fi stabila, pastrdnd o treime din activitatea initiala
dupa 72 ore de reutilizéri repetate [217]. Sinteza esterilor mentionati s-a realizat si in regim
continuu, utilizdnd un reactor cu strat fix de catalizator [218].

Se poate deci constata cé in ce priveste tehnica realizédrii reactiilor de esterificare in
solventi organici, sunt posibile trei variante:

- sisteme bifazice constidnd dintr-un solvent organic nemiscibil cu apa si o fazi
apoasa ce confine enzima;

- sisteme microapoase (numite §i neapoase) in care enzima solidd (sub forma de
pulbere sau fixata pe un suport insolubil) se gaseste in suspensie intr-un solvent nepolar;

- sisteme de micelii inverse sau microemulsii, care sunt sisteme omogene ce pot
fi considerate monofazice, desi de fapt sunt constituite din doua faze lichide.

Monot §.a. au studiat comparativ cele trei posibilitati, utilizind ca model sinteza
butiratului de butiril, care este posibila in toate aceste cazuri. S-a constatat cd din punct de
vedere aplicativ sistemele microapoase si cele bifazice lichide determind obtinerea unor
rezultate la fel de bune, in timp ce sistemele micelare se recomanda doar in cazuri
particulare compatibile cu constrangerile specifice pe care le implicd, de exemplu la
concentratii scazute de enzima [219]. Aceste concluzii sunt contrazise de alti autori care
considera sistemele de microemulsii apa-in-ulei mai avantajoase comparativ cu sistemele
eterogene, datoritd vitezelor mari de reactie §i conversiilor ridicate obtinute [220-222], sau
chiar a unei enantioselectivitati marite [223].

O posibilitate interesanta este utilizarea lipsei de activitate a unor lipaze fata de
anumiti acizi grasi nesaturati. O serie de lipaze, cum ar fi cele microbiene provenite din
Penicillium cyclopium, Candida cylindracea, Rhizomucor miehei, Rhizopus delemar,
Geothricum candidum, dar si lipaza din seminte de rapiti manifesti o specificitate de
substrat negativa fatd de acizii nesaturati ce au prima dubla legatura de la capatul carboxilic
la un atom de carbon cu numar par. Acest tip de specificitate se bazeaza pe discriminare
cinetica §i poate fi utilizatd pentru imbogitirea in acizii respectivi a unor amestecuri de
acizi grasi ce rezulta prin hidroliza anumitor uleiuri naturale [224]. Un astfel de acid este
acidul y-linolenic (all-cis-6,9,12-octadeca-trienoic) care prezintd inters biomedical
considerabil [225]. Lipaza provenitd din seminte de rapitda a fost utilizatd pentru
imbogatirea in acid y-linolenic a amestecului de acizi grasi ce rezulti prin hidroliza uleiului
din seminte de luminita-noptii (Oenothera biennis). Acest lucru s-a facut prin esterificare
selectiva enzimaticd a amestecului respectiv cu n-butanol in n-hexan. Majoritatea acizilor
grasi prezenti s-au esterificat, cu exceptia acidului y-linolenic [226-229]. Daci s-a utilizat
lipaza din Rhizomucor miehei, concentratia de acid y-linolenic din fractiunea de acizi grasi
neesterificatd a ajuns la 75 % [230]. Aceastd metoda este mai bunid decit hidroliza
enzimaticd selectivi a uleiului corespunzitor, care determini imbogatirea in acid
y-linolenic a fractiunii de gliceride nehidrolizate [229, 231].
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Un alt aspect important este cd o serie de lipaze 151 mentin enantioselectivitatea
demonstrata in reactiile de hidroliza §i in solventi organict, atét in reactiile de esterificare
cat si in cele de transesterificare [173]. In ultima perioada au fost identificati factorii
structurali implicati in enantioselectivitatea lipazelor fata de alcoolii secundari [232]. Tot
recent s-a semnalat si faptul cd enantioselectivitatea lipazelor in solventii organici depinde
si de modul in care a fost preparatd enzima [233] si de natura solventului organic [285].

A fost studiatd reactia unor alcooli secundari alifatici Cs-Cjo si a unor alcooli
secundari aromatici cu acid dodecanoic, catalizata de lipaza din pancreas de porc, libera
sau imobilizata [234]. Diferentierea intre cei 2 enantiomeri se produce prin rezolutie optica
cinetica:

kr
——% R-0OCOR’ + R-OH
lipaza (R) S)
R-OH + R’-COOH
(R,S) kS
L » R-0OCOR’ + R-OH
kr >> ks (S) (R)

Datoritd vitezelor de esterificare diferite ale celor doi enantiomeri, se obtine o
imbogatire in enantiomerul (R) al esterului obtinut si in enantiomerul (S) al alcoolului
rimas nereactionat. In cazul utilizirii enzimei libere, conversiile au fost cuprinse intre
8-39 %, iar excesul de enantiomer (R) intre 78-95 %. In cazul folosirii enzimei imobilizate,
conversiile au fost asemanitoare, dar enantioselectivitatea a fost de cel putin 94-95 %.
Pentru alcoolii aromatici, conversiile se situeaza intre 14-35 % (tabelul 3.10).

Tabelul 3.10. Esterificiri enantioselective ale alcoolilor secundari optic activi cu acid
dodecanoic, catalizate de lipaza pancreaticd, liberd sau imobilizata [234]

Denumirea Temperatura | Timp | Forma enzimei | Conversie e.e.
alcoolului °O (h) (%) (%)
2-pentanol 40 96 libera 22 77,9
70 48 libera 21 87,4

2-hexanol 40 96 libera 36 88,3
70 48 libera 30 95,8

70 48 imobilizata 29 94,5

2-heptanol 40 96 libera 31 91,4
70 48 libera 27 92,3

70 48 imobilizata 32 94,4

2-octanol 40 96 libera 39 88,0
70 48 libera 31 93,1

70 48 imobilizata 36 94,9

1-fenil-etanol 40 96 libera 35 95,4
70 48 libera 33 92,7

40 96 imobilizata 36 99,1

1-fenil-1-propanol 40 96 libera 19 90,8
70 48 libera 18 86,9

40 96 imobilizati 16 99,6
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Utilizand lipaza din Candida cylindracea, Klibanov s.a. au obtinut o serie de esteri
optic activi, pornindu-se de la acizi racemici §i n-butanol, la 30°C (tabelul 3.11). Reactia a
avut un grad ridicat de enatioselectivitate, obfinandu-se de ficare data izomerii (R) [235].

lipaza

R—CH—COOH + CidHy—OH —> R®RR—CH-—-COOCHy + (S)R— CH — COOH

| | |
X X X

Tabelul 3.11. Conditii de reactie si rezultate obtinute la esterificarea enantioselectivi a
unor acizi carboxilici 2-substituiti racemici cu n-butanol [235]

Ry X Solvent Timp de reactie | Randament Exces
(h) in (R)-ester | enantiomeric
(%) %)
CH; Br | n-hexan 6 88 96
CH; Cl | n-hexan ' 6 87 95
CH3(CH,); | Br | n-hexan 19 91 99
CH;(CHj)3 | Br | n-hexan + butil- 22 76 a
eter (1:1)
CeHs Cl [ n-hexan + butil- 168 82 99
eter (1:1)
CeHs Br | n-hexan + butil- 216 81 99
eter (1:1)

? nu s-a reusit determinarea excesului enantiomeric

Esterificarea acidului octanoic cu 2-butanolul a fost realizatd intr-un reactor cu
membrani poliamidici ce continea enzima din Candida rugosa imobilizata. In regim de
exploatare continuu si la un continut initial optim de apa de 0,5 % s-a obtinut un exces
enatiomeric de ester de cel putin 85 % [236].

Enantiomerii (R) ai esterilor acidului 2-clorpropionic cu diferiti alcooli au fost
obtinuti de Gubicza s.a. cu lipazi din Candida cylindracea in solventi nepolari la un
continut initial de apd intre 0,25-0,45 %, enantioselectivitatea reactiei depinzand mult de
natura solventului si de distributia apei intre enzimad i solvent [237]. Acestd
enantioselectivitate se poate corela liniar cu hidrofobicitatea solventului (exprimatd prin
log P), ea descrescand odatd cu cresterea acesteia [238]. O constatare interesantd a fost ca
inlocuirea apei cu etilenglicol in sistemul de reactie a dus la cresterea atat a activitatii cét si
a enantioselectivitatii enzimei [239, 240]. in cazul esterificirii enantioselective a acidului
2-brompropionic cu n-butanol, pentru a elimina efectul nefavoarbil al apei formate in
reactie s-a lucrat in n-pentanol la reflux (35°C), apa fiind indepartata prin distilare
heteroazeotropa [241].

Esterificarea enantioselectiva a D,L-mentolului, cu obtinerea (-)-mentil-esterilor
corespunzitori, s-a realizat utilizdnd ca agenti de acilare anhidride de acizi (acetica,
propionica si butiricd). Cele mai bune rezultate s-au obtinut cu lipazd din Candida
cylindracea si anhidrida butirica, in n-hexan, la 30°C si timp de reactie 48 h, cand s-a atins
un exces enantiomeric de 86 % [242].
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3.2.2. Sinteze de esteri ai hidratilor de carbon in prezenta de lipaze

O alta utilizare posibila a reactiilor de esterificare catalizate de lipaze o reprezinta
sinteza unor esteri ai hidratilor de carbon cu acizii grasi. Acestia sunt utilizati drept
emulgatori In industria alimentara, dar se pot folosi §i ca detergenti sau la obtinerea unor
medicamente.

Primele semnaldri referitoare la obtinerea unor esteri ai zaharozei, glucozei,
fructozei si sorbitolului in reactii catalizate de lipaze microbiene, cum ar fi Candida
cylindracea, au indicat realizarea sintezei prin agitare timp de 72 ore in solutie tampon
fosfat la 40°C, atingdndu-se grade de esterificare de pana la 68 % in cazul esterilor cu acid
oleic [211].

Cercetarile ulterioare au mers pe doua variante: fie utilizarea unor solventi organici
capabili sa solubilizeze ambele substraturi, fie o “hidrofobizare” prealabild a zaharurilor si
realizarea reactiei fira solvent. Desi prima variantd pare mai simpld, are dezavantajul ci
zaharurile nu sunt solubile decat intr-un numér redus de solventi organici hidrofili, cum ar
fi piridina sau dimetilformamida, care nu sunt potriviti pentru reactiile enzimatice si
determind obtinerea unor conversii scazute [243-245]. Utilizarea ter{-butanolului ca solvent
pentru sinteza esterilor glucozei si fructozei cu acid stearic a dus la randamente de
asemenea scizute, intre 10 si 24 % [246]. Insd daci acilarea unor dizaharide ca maltoza,
zaharoza si lactoza a fost realizata prin transesterificare cu butanoat sau dodecanoat de etil,
in tert-butanol, cu lipaza imobilizatd din Candida antarctica, pentru maltoza s-au semnalat
chiar conversii ridicate [247]. Obtinerea unor esteri ai hidratilor de carbon cu aminoacizii
prin transesterificare nu a fost posibild in prezenta lipazelor, dar s-a realizat cu proteaze
[248].

O solutie propusa pentru eliminarea acestor probleme a fost complexarea mono- si
dizaharidelor prin reactie cu acid fenilboronic, ele devenind astfel solubile intr-o serie de
solventi organici anhidri. Astfel, s-a reusit acilarea a-D-glucozei cu o serie de esteri si
acizi, in tert-butanol §i in prezenta lipoprotein-lipazei din Pseudomonas species,
obtindndu-se dupa 24 de ore conversie de 100 % daca agentul de acilare a fost butiratul de
vinil si 97 % daca s-a utilizat acid lauric [249].

O alti posibilitatea este transesterificarea 1-O-alchil-derivatilor monozaharidelor cu
diferiti esteri. Utilizand lipazd din Candida- antarctica imobilizatd s-au obtinut esteri ai
glucozei, fructozei si galactozei. S-a constatat ca se acileazd mai intdi grupele hidroxil
primare, apoi cele secundare, in functie de structura compusului, o influentd importanta
asupra selectivitatii procesului avand activitatea apei din sistem. Astfel, 1-O-metil-a-D-
glucopiranoza s-a acilat cu butanoat de etil In exces (acesta indeplinind si rolul de mediu de
reactie, la alte sinteze s-a adidugat si tert-butanol), timp de 5 zile la 40°C, obtindndu-se
numai monoesterul corespunzator cu o conversie de 98 % [250]:

/ji\
OH C;H,COOC,Hs 07 Gt
HO ——> HO
HO lipazi HO ~
HO |, P H Aru

Metoda a doua pare sa fie mai atractivi din punct de vedere tehnologic [251, 252].
Ea se bazeazi pe utilizarea ca materii prime a unor acetali ai zaharidelor. Astfel, reactia de
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transesterificare dintre acetalul corespunzitor si esterul metilic al acidului gras are loc fara
solvent organic, iar produsul de reactie, mono- respectiv diesterul zaharidei se obtine dupi
hidroliza in mediu slab acid a acetal-esterilor corespunzitori. Astfel s-au obtinut, cu
randamente bune, esteri cu acizii grasi ai unor monozaharide ca glucoza, galactozi, xiloza
[253-256], sau dizaharide ca lactoza si maltoza [257].

6-O-monoesterii glucozei au fost obtinuti la scard pilot (20 kg) din etil-D-
glucopiranozidad (amestec de anomeri a si B) prin simpla incalzire cu o topitura de acizi
grasi la 70°C si presiune scazutd, timp de 28 de ore, in prezenta lipazei imobilizate din
Candida antarctica. S-au obtinut conversii de peste 90 % [258].

O alta posibilitate de a obtine esteri partiali ai zaharurilor in cataliza enzimatica este
cea care porneste de la esterii peracilati corespunzitori obtinuti pe cale chimica, de
exemplu prin dezacilarea regioselectiva a octaacetil-zaharozei cu lipaze [259, 260]. Au fost
obtinute rezultate bune si la interesterificarea pentaaacetil-glucozei cu uleiuri vegetale sau

oleat de metil in solventi organici in prezenta lipazei imobilizate din Candida antarctica
[261].

3.2.3. Reactii de modificare a trigliceridelor prin trans- si interesterificare

Trigliceridele sunt componentele majoritare ale grasimilor i uleiurilor si
proprietitile lor fizice depind de structura si distributia resturilor de acizi grasi din
moleculele lor. Grasimile si uleiurile naturale pot fi utilizate direct la obtinerea de diferite
produse alimentare, singure sau In amestec, insd uneori este necesard modificarea unora din
proprietétile lor, in special a punctului de topire, pentru a le face corespunzitoare unor
utilizari speciale. In industria grisimilor si uleiurilor au fost dezvoltate procese de
modificare a compozitiei amestecurilor de trigliceride. Astfel; cristalizarea fractionata este
utilizatd pentru a separa grasimile in fractiuni solide si lichide, iar hidrogenarea reduce
gradul de nesaturare a trigliceridelor, determindnd cresterea punctului de topire.

Modificarea chimicd sau enzimatici a trigliceridelor se poate realiza prin
urmitoarele modalitati [262, 263, 281]:

- hidroliza totala sau partiala, care a fost discutata anterior;

- transesterificare, prin reactia cu un alcool (alcoolizd), de preferintd glicerina,
obtinindu-se mono- si digliceride, sau prin reactia cu un acid gras (acidoliza), obtinandu-se
trigliceride cu o compozitie in acizi grasi diferitd de cea initiala;

- interesterificare, prin reactia cu un alt ester, care poate fi o triglicerida sau un ester
de acid gras, obtindndu-se trigliceride cu diferite distributii de acizi grasi. Utilizand
specificitatea cataliticd cunoscuti a lipazelor pot fi obtinute amestecuri de trigliceride care
nu pot fi produse prin metodele clasice de trans- si interesterificare. Aceste reactii
utilizeaza un sistem bifazic in care reactantii si produsii se gisesc intr-o fazd organica, in
timp ce enzima este prezenta intr-un mic volum de fazi proteica hidratata.

Datoritad reversibilitatii reactiei catalizate de lipaza, la amestecarea grasimilor si
uleiurilor cu lipaze au loc atat hidroliza cat si resinteza trigliceridelor. Aceasta determina
un schimb intre resturile de acizi grasi din moleculele trigliceridelor, conform schemei
urmatoare, in care X si Y reprezinta resturi acil [264]:
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ha H20
—X o+ — Y XOH + +—X =+ 1—Y + YOH
—X —Y —X —Y
+ H,O
—Y —X
— X — Y
—X —Y

In conditiile in care continutul de api in sistem este redus, hidroliza grasimilor si
uleiurilor are loc in proportie mici si interesterificarea devine reactia principala.

Cateva exemple mai concludente de asemenea reactii de trans- §i interesterificare
vor fi prezentate in continuare.

Prin transesterificarea uleiului de ricin cu alcooli grasi (de la decil la octadecil), in
raport molar de 1/2,2 la temperatura de 60°C si presiune scizutd (2-5 mm Hg), dupi 4 ore
de reactie s-au obtinut randamente medii de 65 % 1in ester ricinoleic si 32 % in
monoglicerida. S-a utilizat lipaza 1,3-specificd din Mucor miehei, In concentratie de 10 %
fata de masa de reactie totala [265].

Prin gliceroliza seului de vitd fard a se utiliza solventi organici sau emulgatori,
Yamane §.a. au obtinut monogliceride cu un randament care a depins mult de temperatura
de reactie. Cel mai mare randament in monoglicerida, de aproximativ 70 %, s-a obtinut la
42°C si un raport glicerind/seu intre 1,5-2,5. Un continut de apd de peste 8 % a fazei
glicerinice determind scaderea randamentului in monoglicerida si cresterea continutului in
acizi grasi liberi. Dintre lipazele microbiene testate, cele mai bune s-au dovedit a fi cele din
Pseudomonas fluorescens si Chromobacterium viscosum [266].

O serie de alte grasimi si uleiuri au fost transesterificate in mod asemanétor cu 500
unitati/g grasime lipaza din Pseudomonas fluorescens (tabelul 3.12) [267].

Randamentele de obtinere a monogliceridelor pe bazia de seu de vita si ulei de
palmier au crescut la peste 90 % daca s-a utilizat o temperaturd de reactie programati in
trepte: 42°C timp de 8-16 ore, urmatd de mentinere la 5°C timp de 4 zile [268]. Prin
gliceroliza uleiului de masline cu lipazd din Pseudomonas species imobilizatd prin
adsorbtie pe CaCOs, s-au obtinut randamente de 90 % dupa 72 de ore de reactie, iar
catalizatorul enzimatic s-a recuperat §i s-a reutilizat, mentindndu-si 60 % din activitatea
initiald dupa zece reutilizari [269].
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Tabelul 3.12. Gliceroliza unor grasimi si uleiuri cu lipaza din Pseudomonas fluorescens

Denumirea griasimii sau Temperatura optima Randament maxim in
uleiului (°C) monogliceride

(%)
seu de vitd 42 76
untura de porc 30 69
grasime din lapte 32 80
ulei de palmier 40 67
ulei de cocos 30 77
ulei de rapita 5 77
ulei de masline 10 90
ulei din germeni de porumb 5 42
seu de vitd hidrogenat 50 39
untura de porc hidrogenatd 50 30

Spre deosebire de procesele chimice de modificare a trigliceridelor, la cele
catalizate de enzime pot fi utilizati drept reactanti amestecuri de trigliceride si acizi grasi.
In aceste cazuri are loc un schimb intre acidul gras si un rest acil al trigliceridei (acidoliza),
obtindndu-se trigliceride cu un confinut mai ridicat in acidul gras adadugat. In acelasi scop
pot fi utilizati drept reactanti alchil-esterii acizilor grasi si trigliceride, in reactii de
interesterificare. Aceste procese de trans- si interesterificare enzimatice pot fi realizate fie
discontinuu, in reactoare cu amestecare, fie continuu, In reactoare cu strat fix, fiind
preferatd cea de-a doua varianta. Pentru operare in reactoare cu strat fix, reactantii sunt
tratati in prealabil pentru a indeparta inhibitorii enzimei §i daci este cazul, dizolvati in
hexan sau eter de petrol. In amestecul de reactie se adaugi o mica cantitate de apa, dupa
care acesta se pompeazd continuu peste un strat de catalizator de lipazd imobilizata.
Prezenta apei dizolvate in fluxul de materiale determind formarea unor cantitati minore de
produsi secundari de hidroliza: digliceride si acizi grasi [177].

Efectele diferitilor parametri de reactie, cum ar fi continutul de api al amestecului
de reactie si prezenta solventului organic, asupra reactiilor de transesterificare catalizate de
lipaze au fost studiate detaliat.

Astfel in cazul reactiei dintre ulei de maisline (1 parte) si palmitat de metil (0,96
parti), catalizatd de Lipozyme Novo, utilizdnd ca solvent o fractiune usoara de petrol (100-
120°C), intr-un reactor continuu cu catalizator in strat fix si la temperatura de 40°C, s-a
studiat efectul concentratiei solventului si al apei in amestecul de alimentare al reactorului.
S-a constatat cd modificarea concentratiei solventului are o influentd micad atit asupra
vitezei de reactie ct si asupra formairii produsilor secundari. In acelasi timp insa atat viteza
de reactie cét si continutul in produsi secundari au scdzut cu sciderea concentratiei apei in
sistem. In absenta apei, viteza de reactie a fost foarte scizuti §i, aga cum era de asteptat, nu
s-au format nici produsi secundari. Aceasta Inseamnad cid pentru reactoarele industriale
trebuie aleasd o concentratie optima de apé care determind formarea unei anumite cantititi
de produsi secundari, dar asigura o viteza de reactie minima necesara [177].

Cand s-au inceput cercetdrile in directia unei posibile utiliziri a lipazelor in
domeniul trigliceridelor modificate, principalele preocupéri au constat in obtinerea unor
produse a caror structura in trigliceride i proprietati fizice sd fie asemanitoare cu cele ale
untului de cacao. Untul de cacao este probabil cel mai scump dintre grasimile si uleiurile
comercializate pe scard largd. Proprietitile sale sunt determinate de continutul ridicat in
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acid stearic ce trebuie sa se gaseasca in pozitiile 1 sau 3 ale trigliceridelor. Principalii acizi
garsi din compozitia untului de cacao sunt acidul palmitic (25 %), acidul stearic (33,3 %)
si acidul oleic (36,1 %) [270]. Produse ce pot inlocui untul de cacao au fost obtinute
pornindu-se de la ulei de palmier sau de masline, in prezenta unei lipaze specifice pentru
pozitiile 1 si 3 ale trigliceridelor. Acidul oleic din pozitiile 1 si 3 ale trigliceridelor
componente a fost Inlocuit de acid palmitic, respectiv stearic. Tabelul 3.13. prezintd un
rezumat al variantelor de sinteza care au fost brevetate de diferite firme, mai ales japoneze
[211].

Tabelul 3.13. Obtinerea de inlocuitori de unt de cacao prin procedee enzimatice [211]

Firma produciatoare Materii prime Sursa enzimei Conditii de
reactie

Ajinomoto ulei de masline sau de palmier | Rhizopus discontinuu
Japonia (1982) stearat de etil ' delemar benzina, 40°C
Fuji Oil fractiune medie ulei de palmier | Rhizopus discontinuu
Japonia (1983) stearat de metil Jjaponicus 45°C

palmitat de metil
Asahi Denka ulei de palmier Rhizopus discontinuu
Japonia (1983) acid stearic delemar n-hexan, 40°C
Unilever ulei de palmier Aspergillus reactor continuu
Olanda (1983) acid miristic niger tip coloana, 40°C

Conform unor informatii, se pare cd din anul 1988 firma Fuji Oil a reusit
industrializarea acestui procedeu utilizand o lipazad imobilizata [282, 283].

Lipaza din pancreas de porc, care este de asemenea 1,3-specificd, poate fi utilizata
si ea pentru obtinerea de inlocuitori de unt de cacao prin transesterificare. Ca solvent pentru
aceste reactii, cel mai adecvat s-a dovedit a fi n-hexanul. Astfel, la transesterificarea
uleiului de masline cu acid stearic in n-hexan, utilizdnd lipazd din Rhizopus delemar
dizolvati in glicerind, dupa trei zile de reactie la 40°C s-a obtinut un continut in acid stearic
al trigliceridei de 40 % [211].

Experimentirile ficute la firma Novo au utilizat lipazd microbiana precipitata pe
Celite drept catalizator gi un reactor tip coloana. Amestecul de reactie a constat din ulei de
masline, acid palmitic si eter de petrol in raport 1:1:30. Continutul initial de api al
sistemului a fost de 10 % 1n greutate raportat la enzima, iar temperatura a fost mentinuta la
40°C. Viteza de trecere prin coloani s-a calculat astfel Incét sd corespunda unei conversii
de 65 % (considerand pozitiile 1 si 3 ale trigliceridei). Dupa o functionare de aproximativ
1000 ore s-a calculat productivitatea in kg grasime/kg enzimi. S-a constatat o activitate
initiala de 1,0-1,5 g grasime/h/g enzimi si un timp de Injumdtitire a activitatii de
aproximativ 600 de ore, ceea ce conduce la o productivitate de 520-780 kg grasime la 1 kg
enzimd dupd 800 ore (33 de zile), activitatea reziduala fiind de 40 %. Aceastd
productivitate depinde de temperaturd, raportul reactantilor, concentratia substratului si
valoarea conversiei necesare [271].

Un exemplu tipic de reactie de transesterificare in sistem discontinuu a utilizat
drept materii prime o fractiune medie de ulei de palmier (1 parte) si acid stearic (0,5 parti)
dizolvate in eter de petrol. Catalizatorul folosit a fost obtinut prin imobilizarea lipazei
1,3-specifice din Aspergillus niger pe kieselgur si hidratare. Amestecul de reactie s-a agitat
timp de 16 ore la temperatura de 40°C. Reactia de transesterificare a fost insotitd de
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formarea digliceridelor si acizilor grasi ca produsi secundari. Majoritatea acestora s-a
format in prima ora de reactie. Analiza produsilor de reactie a aratat cresterea continutului
in acid stearic al produsului si incorporarea resturilor de acid stearic in pozitiile 1 si 3 ale
trigliceridelor [272].

Transesterificarea fractiunii medii de ulei de palmier (numita si palm-oleind) cu
acid stearic se poate efectua si fara solvent organic. Astfel, un produs similar cu untul de
cacao s-a obtinut la 60°C dupia 20 de ore de reactie, utilizdnd agitare mecanica §i un
continut de Lipozyme de 10 % raportat la cantitatea de ulei initiald. Raportul de greutate
ulei/acid stearic a fost de 2/1 [273].

O variantd imbunitdtita a procesului de transesterificare, aflatd in prag de
industrializare, utilizeaza sistemul de reactie continuu cu catalizatorul in strat fix. In cazul
reactiei dintre fractiunea medie de ulei de palmier si acid stearic in hexan, utilizind un
catalizator obtinut din lipaza din Mucor miehei s-a obtinut un amestec de gliceride ce a fost
fractionat utilizind tehnicile cunoscute, rezultdnd cu randament bun un compus a carei
compozitie chimicd este foarte apropiatd de cea a untului de cacao. De asemenea,
proprietatile fizice principale ale untului de cacao, in special intervalul de topire, se
regasesc la produsul sintetizat [177].

Un inlocuitor de unt de cacao avand un continut de acid stearic corespunzator celui
din fractiunea medie de ulei de palmier interesterificat s-a obtinut si pe baza de ulei de
floarea-soarelui. Acesta a fost interesterificat cu stearat de etil, In prezentd de Lipozyme.
Un produs cu continutul de acid stearic incorporat dorit s-a obtinut dupd 140 de minute la
50°C, la un continut de 5 % enzima fatad de masa de reactie si in acelasi timp cantitatile de
acizi grasi liberi si trigliceride formate au fost scazute (6-7 %), iar formarea tristearinei nu a
fost observata [216].

Au fost studiate si o serie de alte variante ale reactiilor de transesterificare ale
trigliceridelor catalizate de lipaze, reactantii si conditiile de reactie diferind in functie de
scopul urmarit.

Astfel, transesterificarea uleiului de floarea-soarelui cu un acid gras cu lungime
medie a catenei hidrocarbonate, duce la obtinerea unor trigliceride ce contin resturi acil cu
catene de lungime medie in pozitiile 1 si 3 si cu catene lungi in pozitia 2. Asemenea
produse, care nu se intdlnesc in naturd si sunt dificile de obtinut prin sinteza chimici, pot
avea aplicatii interesante ca produse dietetice [183].

Interesterificarea uleiului de rapitd cu o fractiune de grasime din unt cu punct de
topire ridicat, catalizata de lipaza nespecifica din Candida cylidracea, duce la o schimbare
statisticd a resturilor acil, similard cu cea de la interesterificarea chimica [183]. O altd
variantd de interesterificare a uleiului de rapitd, cu seu de vitd, duce la amestecuri de
grasimi cu puncte de topire mai scdzute, aceastd scadere fiind de pana la 12°C [274].

Acidul linolenic este un component nedorit al uleiului de soia, datoritid rezistentei
sale scizute la oxidare. S-a reusit o reducere substantiald al acestui continut prin
transesterificarea uleiului de soia cu acid lauric, palmitic sau oleic, la temperaturi scazute
(10°C) utilizand drept catalizator Lipozyme i, Intr-o méasurd mai mic4, lipaza pancreatici
[183].

S-a realizat si interesterificarea trioleinei cu trigliceride contindnd resturi acil cu
catend scurtd sau medie in asa-zise "microemulsii inverse" similare cu miceliile inverse. De
asemenea, a fost semnalati utilizarea bioxidului de carbon supercritic drept mediu de
reactie pentru transesterificarea trioleinei cu acid stearic, catalizata de lipaze din Rhizopus
delemar, Rhizopus japonicus, Alcaligenes species si Mucor miehei [183]. In aceste directii
cercetarile sunt abia la inceput, dar ele prezintd de pe acum perspective deosebite de
aplicare In viitor.
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Interesterificarea trioleinei cu caprilat de etil in prezenta lipazei imobilizate din
Candida antarctica a dus la un produs contindnd 62 % dicaprilooleind, 33,5 %
monocaprilooleina §i 12,3 % trioleina nerectionatd. Asemenea reactii se pot utiliza pentru
obtinerea unor trigliceride cu o anumita structurd dorité, ce contin resturi de acizi grasi cu
catena medie si care se folosesc in medicina [275].

Reactiile de transesterificare catalizate de lipaza pot fi utilizate de asemenea pentru
obtinerea unor amestecuri de trigliceride avand proprietéti functionale pretioase pentru
realizarea produse cu continut caloric scdzut si grasimi utilizate in panificatie, cum ar fi
margarinele. O serie de alte lipide pot fi modificate prin reactii de interesterificare
catalizate de lipaze, de exemplu fosfolipidele [262, 276-279].

Se poate afirma cd in prezent tehnologiile enzimatice de esterificare i
transesterificare sunt orientate in directia obtinerii unor produse cu valoare comerciala
ridicata. Principalul inconvenient al tehnologiilor enzimatice este pretul ridicat al
catalizatorului. Utilizarea industriald a enzimelor la obtinerea produselor mentionate este
legatd de necesitatea ca tehnologiile respective sa devina mai ieftine, utilizand catalizatori
mai productivi si/sau mai ieftini. Din fericire, exista indicii conform cérora catalizatorii pe
bazi de lipaze imobilizate vor deveni mai eficienti si mai ieftini in viitorul apropiat. In
trecut datoritd unor randamente mai scazute de obtinere din culturi, lipazele au fost enzime
scumpe 1n comparatie cu alte enzime microbiene extracelulare, cum ar fi proteazele si
amilazele. In ultima perioada insa utilizind tehnici de inginerie genetici a fost posibila
obtinerea unor lipaze fungice cu randamente mari §i cost mai scazut [177].
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PARTEA II. Contributii originale. Reactii de esterificare
si transesterificare prin biocataliza cu lipaze

4. Obtinerea si caracterizarea unor biocatalizatori enzimatici
cu activitate lipazica

Asa cum a rezultat din studiul de literaturd efectuat, lipazele se numaéra printre
enzimele cu perspective deosebite de a fi utilizate in viitorul apropiat drept catalizatori in
sinteze organice fine la scard industriald. Acest lucru este determinat de o serie de avantaje
pe care ele le prezinta: _

- posibilitatea obtinerii lipazelor in cantititi mari §i prin procedee relativ simple,
atat din culturi microbiene cat si prin izolare din fesuturi vegetale sau animale.

- specificitatea de substrat foarte extinsi a lipazelor, care face posibild utilizarea lor
drept catalizatori intr-un mare numar de reactii de hidroliza, esterificare si transesterificare.

- mentinerea activitétii catalitice a lipazelor in solventi organici, foarte importanta
pentru realizarea reactiilor de esterificare si transesterificare cu randamente mari.

Scopul acestor cercetiri a fost obtinerea unor biocatalizatori enzimatici cu activitate
lipazica pentru sinteze organice, care sd poatd inlocui preparatele comerciale accesibile
doar la preturi ridicate. Au fost incercate ambele variante de obtinere a lipazelor: din culturi
microbiene §i prin izolare din tesuturi. Preparatele brute obtinute s-au purificat, fard a
urmiri insd o purificare prea avansati, care ar fi necesitat aparaturd complexa si ar fi
implicat o serie de etape extrem de laborioase ce determind o crestere insemnata a pretului
de cost al enzimei. De asemenea, au fost caracterizate preparatele enzimatice obtinute,
determinandu-se activitatea, continutul in proteine si activitatea specifica.

4.1. Determinarea activititii lipazice

Activitatea lipazei se exprima in unititi enzimatice si se defineste drept cantitatea
de enzimi dintr-un ml de extract enzimatic, sau dintr-un mg de preparat enzimatic solid,
care determini eliberarea unui pmol de acid gras Intr-un minut, in conditii date, utilizand
drept substrat trigliceride emulsionate.

pmoli acid gras
Activitatea = (U/ml) 4.1
minute + ml extract

sau
pmoli acid gras
Activitatea = (U/mg) (4.2)
minute * mg preparat

In cazul in care raportarea se face la cantitatea de proteini din extractul lichid sau
preparatul solid, se defineste drept activitate specificd, exprimatd in unitifi/mg proteina.
Principiul determinirii constd in urmétoarele: unei cantitdti determinate de triglicerida
emulsionatd, aflatd in anumite conditii de temperatura si pH, i se adauga o cantitate definita
de extract sau preparat enzimatic continind lipaza. Dupi o perioadd de timp stabilitd (in
general 30 de minute sau o ord), in care enzima a hidrolizat o parte din legéturile esterice
ale substratului, reactia este stopatd si se determind cantitativ, prin titrare, acizii grasi
eliberati.
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Reactivii utilizati in determinari au fost:

- ulei de masline de provenienta comerciala, utilizat drept substrat;

- solutii tampon Tris/HCI, CH;COOH/CH;COONa si NaH,PO4/Na,HPO, cu
concentratia de 0,05 M si valori diferite de pH, preparate in laborator din reactivi de
puritate analiticd (Chimopar, Bucuresti);

- solutie de guma arabica (Serva Chemie, Austria) 1% preparata in laborator,
utilizata drept emulgator;

- alcool etilic absolut (Chimopar, Bucuresti), utilizat pentru stoparea reactiei.

Modul de lucru. Intr-un reactor de sticla cu capacitatea de 50 cm3, prevazut cu
manta termostatabilad si agitare magnetica se introduc 10 ml solutie tampon, 1 ml solutie
guma arabica 1% si 1 ml ulei de masline. Amestecul se emulsioneaza prin agitare timp de
10 minute si se termostateazd la 37°C. Se adaugi apoi 1 ml extract enzimatic lichid sau
aprox. 20 mg preparat enzimatic solid, dupéd caz, considerdnd addugarea enzimei drept
momentul zero al reactiei. Dupa 30 de minute reactia este stopatd prin addugare de 40 mli
alcool etilic absolut, in doua portiuni. Cantitatea de acizi grasi eliberata se determina prin
titrare potentiometricd cu o solutie de NaOH 0,1 M. S-a folosit o instalatie compusi
dintr-un pH-metru digital OP-208 (Radelkis, Ungaria), o biuretd automata OP-930
(Radelkis) si un inregistrator potentiometric OH-8410 (Radelkis). Pentru fiecare proba s-a
realizat in paralel §i o proba martor in aceleasi conditii, cu diferenta cd enzima s-a adaugat
dupa ce substratul emulsionat a fost mentinut la 37°C timp de 30 de minute §i stoparea
reactiei s-a facut imediat dupa addugarea enzimei.

Activitatea s-a determinat cu una din relatiile:

(Vp-Vm)'n-f
A= - 1000 (U/ml) 4.3)
t-V
sau
(Vp-Vm)'n-f
A = - 1000 (U/mg) 4.4)
t g
unde

A - activitatea enzimatica '

Vp - volumul de echivalenta al probei (ml)

Vm - volumul de echivalenta al martorului (ml)
n - normalitatea solutiei de hidroxid de sodiu
f - factorul solutiei de hidroxid de sodiu

t - timpul de incubare (minute)

V - volumul extractului enzimatic (ml)

g - cantitatea de preparat enzimatic (mg)

Determinarea continutului in proteine s-a facut prin metoda Lowry, curba de
etalonare fiind facuta cu solutie de albumina serica de bovind (Reanal, Ungaria).
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4.2. Obtinerea prin biosinteza si purificarea lipazei din
Aspergillus niger IC [287, 288]

Obtinerea lipazelor din culturi microbiene se poate face utilizdnd o serie de
microorganisme producétoare de astfel de enzime. Cele mai eficiente s-au dovedit a fi
drojdiile din genul Candida, fungiile din genurile Rhizopus, Aspergillus, Penicillium,
Geothricum, cét gi bacteriile din genurile Pseudomonas, Acinetobacter si Mucor. Am ales
o tulpina de Aspergillus niger, provenitd de la Institutul Cantacuzino (Bucuresti), intrucat
aceastd ciuperci este accesibild, nepatogeni, nu necesita conditii speciale de stocare si nici
factori de crestere. Culturile au fost realizate-in doua variante: pe medii solide §i pe medii
lichide, avand la baza procedura si modul de lucru care au fost anterior experimentate
pentru obtinerea altor doud enzime hidrolitice din culturi de Aspergillus: aminoacilaza si
proteaza [325, 326].

Solutiile tampon care au fost utilizate s-au preparat in laborator. Reactivii folositi la
realizarea mediilor de culturd §i pentru purificare: CaCO;, MgSO4-7H,0, K,HPO4
KH,PO4, (NHs ),SOs, NH4NO;, FeSO4-7H,0, CH;COOH, CH3;COONa, KCl, CaCl,,
NaOH, toate provenite de la Chimopar Bucuresti au fost de puritate analitica. Peptona a
provenit de la Merck, zaharoza de la Fluka, iar Sephadex G-75 de la Pharmacia Fine
Chemicals.

Pentru determinarile spectrofotometrice s-a utilizat un spectrofotometru UV-VIS tip
M 40 (Carl Zeiss Jena).

4.2.1. Culturi pe medii solide

Mediul solid utilizat pentru cultivarea ciupercii a confinut tardte de grdu 42,4%,
CaCO; 1% si apa 56,6%. Acest mediu (notat cu ANS-1) s-a introdus intr-un vas conic de
11si s-asterilizat 30 minute la 120°C.

Inocularea s-a efectuat in conditii sterile cu o tulpind de Aspergillus niger
dezvoltati pe mediu Sabouraud solid. Proba s-a mentinut la 37°C timp de 4 zile,
amestecandu-se din timp in timp. In acest timp ciuperca s-a dezvoltat si a produs spori,
mediul transformandu-se intr-o masa inchisa la culoare.

Tindnd seama de faptul ci lipaza este o enzimd extracelulard solubild in api,
prelucrarea mediului s-a ficut cu apa distilata, prin agitare timp de 2 ore. S-a obtinut o
suspensie de spori, tirdte si micelii de culoare neagra care s-a filtrat, obfindnd o solutie
tulbure de culoare neagri, care s-a centrifugat la 0°C timp de 30 minute la 2500 rot/min.,
refindndu-se supernatantul. Extractul brut a avut pH 55. In acest extract au fost
determinate activitatea si continutul de proteine.

S-au mai facut incd 4 culturi pe mediu solid, utilizdnd insa alte compozitii ale
mediului de culturd. Inocularea, incubarea si prelucrarea mediului s-au ficut in conditiile
indicate. )

Rezultatele obtinute in cazul culturilor pe medii solide sunt prezentate in tabelul
4.1. S-au calculat activititile, activitatile specifice raportate la cantititile de proteinid si
productivititile, ca raportul dintre activitatile totale si masa sursei de carbon din mediu.

Dintre cele trei tipuri de medii solide utilizate, mediul recomandat pentru cultivarea
microorganismului Aspergillus niger in scopul obtinerii unei cantitdti cit mai mari de
lipazad este alcatuit din tarite de grdu, coji de orez si ulei de madsline, in acest caz
obtinandu-se atit activitatea specifici cea mai mare cit si productivitatea maximi. In
cadrul acestui tip de mediu, la cantititi variabile de ulei de masline se obtin cantititi
diferite de lipaza, practic la aceeasi cantitate de proteina eliberati,. Se observa ci lipaza cea
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mai multd, cea mai pura si cu productivitatea cea mai mare se obtine in prezenta de 0,5%
ulei de méasline in mediu (ANS-3).

Tabelul 4.1. Culturi pe medii solide

Cultura | Compozitia mediului | Proteine Activitate Productivitate
% mg/ml | U/ml | U/mg prot. U/ gC

ANS-1 | Tarate de griu 42,4 2,834 2,003 0,707 10,0
CaCOs 1,0
Apa 56,6

ANS-2 | Tarate de griu 65,4 1,740 | 0,526 0,302 3,0
Cojideorez 34,6

ANS-3 | Tarate de grdu 65,0 1,631 |2,088 1,280 15,0

Cojideorez 34,5
Ulei de masline 0,5
ANS-4 | Tarate de grau 65,0 1,605 | 1,600 0,996 12,0
Cojideorez 34,0
Ulei de masline 1,0
ANS-5 Tarate de griu 64,5 1,581 1,400 0,884 10,0
Cojideorez 34,0
Ulei de misline 1,5

4.2.2. Culturi pe medii lichide

Asa cum a rezultat din studiul documentar, existd indicatii de literatura pentru
otinerea lipazei din culturi de Aspergillus niger pe medii lichide. Tinind cont de avantajele
pe care aceastd metodd le oferd (printre care evitarea imprastierii sporilor in atmosfera,
ceea ce ar putea cauza infectii §i eliminarea unor operatii de extractie) s-a incercat
cultivarea ciupercii i pe un asemenea tip de mediu.

Mediul lichid folosit initial (notat cu ANL-1) a continut zahar 1%, peptoni 2%,
MgSO,7H,0 0,05%, KoHPO, 0,2% si apa 96,75%. Acest amestec s-a preparat intr-un vas
conic de 1 litru si s-a sterilizat timp de 30 de minute la 120°C. pH-ul initial a avut valoarea
6,0. Inocularea s-a realizat in acelasi mod ca la culturile pe medii solide. Perioada de
incubatie a fost de 4 zile la 37°C, sub agitare continui pe o masa cu agitare. Prelucrarea
mediului s-a efectuat prin filtrarea produsului lichid. A rezultat un extract proteic brut
limpede, de culoare galben-pai si avind pH 4,5.

S-au mai facut alte 2 culturi, pe medii cu compozitii diferite, dar in aceleasi conditii
de inoculare, incubare si prelucrare a mediului.

Tabelul 4.2 contine rezultatele culturilor pe medii lichide.
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Tabelul 4.2. Culturi pe medii lichide

Cultura Compozitia mediului | Proteine Activitate Productivitate
% mg/ml U/ml | U/mg prot. U/gC
ANL-1 | Zahar 1,0 5,820 0,150 0,025 22,0
Peptona 2,0
K,HPO, 0,2
MgSO4-7H,O 0,05
Apa 96,75
ANL-2 | Extract fasole 9,5 0,156 0,183 1,170 11,5
K,;HPO4 0,4
(NHs )2S04 0,4
CaCO; 1,0
Apd 88,6
ANL-3 | NHsNO; 0,1 0,335 0,402 1,200 33,0
KH,PO, 0,2
MgSO4 -7TH,O 0,04
FeSO4-7TH, 0 0,1
Zaharoza 1,0
Ulei de masline 1,0
Apd 97,56

Analizand parametrii care caracterizeaza cele 3 culturi, se constata cd cea mai mare
cantitate de proteine se obtine in conditiile culturii ANL-1, cind insi activitatea lipazici
este scdzutd iar puritatea lipazei este redusa (activitatea specifica cea mai mica). Cele mai
mari valori ale acesteia se intdlnesc in cazul culturii ANL-3, la care se constata si cea mai
mare productivitate. Se poate afirma deci cd in cazul culturilor de Aspergillus niger pe
medii lichide, mediul optim de cultura si conditiile de prelucrare sunt cele descrise pentru
cultura ANL-3.

4.2.3. Purificarea extractelor brute din mediile de cultura

In extractele proteice apoase coexistid impreuni cu enzima doriti si alte enzime,
proteine cu mase moleculare si incdrciri electrice diferite, acizi nucleici §i nucleotide,
polizaharide etc. Aceste substante contaminante pot fi indepartate treptat din extractul
proteic, realizandu-se purificarea enzimei, pentru care se pot utiliza o serie de procedee ca:
dializa, termoprecipitarea, precipitarea la pH izoelectric, fractionarea cu solventi organici §i
saruri neutre, fractionarea prin gel-cromatografie sau cu ajutorul adsorbantilor, etc.

Dintre aceste metode, in cazul extractelor brute de lipaza microbiand am utilizat
precipitarea cu sulfat de amoniu si gel-filtrarea pe o coloana cu Sephadex G-75.

Principiul metodei si modul de lucru. Fiecare proteind precipitd la o anumita
concentratie de sare, teoretic fiind astfel posibila o precipitare fractionati, treptata si deci o
separare a acestora din amestec. Dupa aceea este necesard eliminarea sulfatului de amoniu
(desalefierea), ceea ce se poate realiza prin dializd fatd de apa distilatd sau o solutie
tampon, sau prin trecerea peste o coloana umpluté cu gel de tip Sephadex. Sephadexul este
un gel pe bazi de dextran, care se obfine din dextran nativ partial hidrolizat i inretelat cu o

86

BUPT



anumita cantitate de epiclorhidrind. Trebuie remarcat ca gel-filtrarea se poate utiliza si
direct pentru purificarea extractelor de cultura filtrate, realizdndu-se trecerea lor pe coloana
fara a fi fost supuse precipitarii fractionate.

Precipitarea extractelor din medii solide cu sulfat de amoniu s-a efectuat la rece, in
trepte, la 30 %, 50 % si respectiv la 70 % saturatie. Extractul brut supus precipitarii s-a
adus la pH 7. Dupa fiecare etapa de precipitare, suspensia rezultatd a fost centrifugata la
7000-8000 rot./min, iar precipitatul separat in urma centrifugarii a fost dizolvat intr-o
cantitate mica de apa distilatd si a fost dializat fati de apa distilata, pentru eliminarea
sulfatului de amoniu. Fractiunile dializate au fost apoi centrifugate. Tuturor fractiunilor
lipsite de sulfat de amoniu li s-au determinat cantitatea de proteine si activitatea.

Pentru filtratele culturilor pe medii lichide s-a incercat precipitarea cu sulfat de
amoniu la saturatie de 50 % si 70 %. Dupa centrifugare §i separarea precipitatelor, acestea
au fost reluate cu solutie tampon acid acetic/acetat 0,025 M de pH 5,6, contindnd 0,05 M
KClI si 0,05 M CaCl; si supuse dializei fatd de acelasi tampon. Dupé terminarea dializei
(verificata prin disparitia ionilor de sulfat in tamponul de dializd), suspensia obtinuti s-a
centrifugat, iar precipitatul s-a reluat cu aceeasi solutie tampon.

Mecanismul de separare prin cromatografie pe gel (sau de excluziune stericd) se
bazeaza pe coeficientul de repartitie al unui solut intre faza gel si faza lichida, care este
guvernat exclusiv de efecte sterice. Moleculele mici patrund in ochiurile retelei
tridimensionale ale gelului si sunt distribuite intre lichidul liber si lichidul care imbiba
gelul, avand viteza de elutie mica, in timp ce moleculele mai mari care au putin acces in
spatiul gelului prezinta vitezd de elutie mare. Purificarea prin gel-filtrare s-a facut prin
trecerea pe o coloand cu gel Sephadex G-75, cu diametrul de 18 mm i iniltimea de 270
mm, tamponata solutie tampon acid acetic/acetat 0,025 M pH 5,6 cu un continut de 0,05 M
CaCl; si 0,05 M KCl, a unui volum de 11 ml extract brut de la cultura ANL-3, centrifugat
in prealabil la 6500 rot/min timp de 15 minute. Eluarea coloanei s-a facut cu acelasi
tampon. S-au cules probe din 5 in 5 ml, viteza de elutie fiind de 30 ml/h si s-a masurat
extinctia la 280 nm. In fractiunile cu absorbtie la 280 nm s-au determinat activitatea si
continutul de proteine.

4.2.3.1. Purificarea extractului brut de la cultura pe mediu solid prin
precipitare cu sulfat de amoniu

Rezultatele obtinute la purificarea extractului brut de la cultura ANS-3 pe mediu
solid sunt prezentate in tabelul 4.3. S-au calculat si valorile factorilor de purificare (ca
raport intre activitatea specifica a fractiunii §i a extractului brut) si randamentele de
regasire ale enzimei in diferitele fractiuni (ca raport intre activitatea totala dintr-o fractiune
si cea a extractului brut).

Tabelul 4.3. Purificarea extractului brut obtinut pe medii solide prin precipitare cu sulfat

de amoniu
Cultura Fractiunea Proteine Activitate Factor de | Randament
mg/ml U/ml | U/mg | purificare %
Extract brut 1.631 2.088 | 1.280 1.0 100.0
ANS-3 | Pp. cu 30% (NH4),SO4 1.450 0.208 | 0.143 0.11 0.001
Pp. cu 50% (NH4),SO4 1.714 0.253 |0.147 0.09 0.002
Pp. cu 70% (NH4),SO4 1.005 4.186 |4.166 3.25 14.3
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Din analiza rezultatelor acestui tabel rezultd ca activitatea lipazicd nu se regiseste
decat in fractiunea rezultatd dupa precipitarea cu sulfat de amoniu la saturatie de 70%,
reluatd cu apa si supusa dializei i centrifugirii, dar §i aici factorul de purificare si
randamentul de regasire sunt mici.

4.2.3.2. Purificarea extractului brut de la cultura pe mediu lichid prin
precipitare cu sulfat de amoniu

Rezultatele analizelor de determinare a continutului de proteine si activitatilor dupa
precipitarea cu sulfat de amoniu a extractului brut de la cultura pe mediu lichid ANL-3 sunt
prezentate in tabelul 4.4, care contine si factorii de purificare si randamentele de regésire
ale enzimei.

Tabelul 4.4. Purificarea extractului brut obfinut pe medii lichide prin precipitare cu sulfat

de amoniu
Cultura Fractiunea Proteine Activitate Factor de | Randament
mg/ml | U/ml [U/mg | purificare %
Extract brut 0.335 0.402 | 1.200 1.0 100.0
ANL-3 | Pp. cu 50% (NH4),SO4 0.537 " ]0.785 | 1.465 1.22 244
Pp. cu 70% (NH4),SO4 0.119 - - - -

Se observa ca in acest caz se reuseste o purificare de numai 1,2 ori a lipazei prin
precipitare cu sulfat de amoniu la 50% saturatie, urmatd de dializi. Randamentul de
regésire al enzimei este Insd mai mare decét in cazul culturilor pe medii solide, fiind de
aproape 25%.

4.2.3.3. Purificarea extractului brut de la cultura pe mediu lichid prin
gel-filtrare

Rezultatele purificarii extractului brut de la cultura ANL-3 prin gel-filtrare pe o
coloana cu Sephadex G-75 sunt prezentate in tabelul 4.5. Volumul extractului brut supus

purificarii a fost de 11 ml si au fost culese 30 de probe a cate 5 ml.

Tabelul 4.5. Purificarea extractului brut obtinut pe medii lichide prin gel-filtrare

Nr. proba Volum | Proteine Activitate Factor de Randament
ml mg/ml | U/ml | U/mg | purificare %
Extract brut 11 0.494 |0.173 | 0.351 1.0 100.0
1-14 5 - - - - -
15 5 0.175 ]0.066 | 0.378 1.07 17.3
16 5 0.135 10.304 | 2.252 6.41 79.6
17 5 0.073 - - - -
18 5 0.032 - - - -
19-30 5 - - - - -
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Valoarea mai mica a activitétii initiale a extractului brut se datoreste intervalului de
timp (cdteva zile) in care acesta a fost pastrat in solufie apoasd, ceea ce a dus la
dezactivarea sa partiala. In urma analizei datelor din acest tabel se observa ca prin trecerea
pe coloand cu gel Sephadex G-75 se obtine o purificare de 6,4 ori a enzimei §i o
concentrare a acesteia aproape numai intr-o singura fractiune de 5 ml. Randamentul de
regdsire a activitatii lipazice este de 97%, in cele doua fractiuni care au avut activitate.

4.2.4. Concluzii

Comparand rezultatele cele mai bune ale culturilor de Aspergillus niger pe medii
solide si respectiv lichide, se pot trage urmatoarele concluzii:

- la acelasi volum de extract brut in cazul culturii pe mediu solid (ANS-3) se obtine
o cantitate de proteind de aproximativ 5 ori mai mare decét cea obtinutd pe mediu lichid
(ANL-3).

- activitatea lipazica raportatd la 1 ml extract brut precum si activitatea totald sunt
de asemenea mai mari in cazul culturilor pe medii solide.

- valorile maxime ale activitatilor specifice sunt aproximativ aceleasi (1,2 U/mg) in
cazul ambelor tipuri de culturi.

- productivitatea, definita ca fiind raportul dintre activitatea totald si masa sursei de
carbon din mediu, este de doua ori mai mare In cazul culturii pe medii lichide.

In aceste conditii, desi cantitatea totali de lipazi este mai mare la cultura pe mediu
solid, tindnd seama cé productivitatea obtinutd pe mediul lichid este mai mare §i deoarece
cultivarea ciupercii este mai avantajoasd pe mediu lichid (acesta asigurdnd omogenitate,
posibilitatii de aerare, prelucrare mai ugoard a mediului) se poate afirma ca se recomanda
pentru obtinerea lipazei din Aspergillus niger cultivarea ciupercii pe mediu lichid
contindnd: fosfat monopotasic, azotat de amoniu, sulfat de magneziu, sulfat feros, zaharoza
si ulei de masline, in proportia si dupa modul indicat la cultura ANL-3.

Prin analiza comparativa a rezultatelor obfinute la purificarea extractelor brute de
lipaza se observa urmatoarele:

- precipitarea cu sulfat de amoniu are eficientd scazutd in cazul purificirii
extractelor provenite din culturile de pe medii solide, iar in cazul purificérii extractelor de
pe medii lichide este mai eficienta precipitarea la 50 % saturatie, care desi duce la un
randament de regdsire a activitatii enzimatice numai in jur de 25 %, permite eliminarea
unor compusi contaminanti care se gasesc in extractele brute

- iIn cazul purificarii prin trecerea pe coloani cu gel Sephadex G-75 s-a obtinut
rezultate doar in cazul trecerii directe a extractului brut fara nici o altd treapta anterioara de
purificare. In acest caz s-a obtinut cel mai mare factor de purificare (6,41) si cel mai mare
randament de regisire a activitatii enzimei (97%).

In concluzie, varianta cea mai buni pentru obtinerea unui preparat enzimatic din
culturi de Aspergillus niger consti in realizarea culturii in conditii submerse, pe un mediu
de compozitie stabilitd, urmatd de trecerea directd a filtratului culturii pe o coloana cu
Sephadex G-75 si reunirea fractiunilor cu activitate lipazica.

4.3. Obtinerea si purificarea lipazei din pancreas de porc [290]

Lipazele pancreatice joacd un rol important in metabolismul grasimilor la animale
si la om. Ele au fost studiate cel mai mult, datoritad concentratiei mari (2,5 % din totalul

proteinelor din sucul pancreatic) si a posibilitdtilor de purificare cu randamente mari. Cele
mai mari cantitdfi de lipaza sunt produse in pancreasul de porc, de aceea pentru a obtine
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preparate enzimatice cu activitate lipazica am ales varianta de deshidratare gi delipidizare a
glandelor pancreatice cu solventi organici. Prin aceastd metodd se obfine un preparat brut,
asa-numita pudrd acetonica pancreaticd, ce contine pe langd lipaza si alte proteine si
enzime. S-a incercat apoi purificarea acestui preparat, prin extractie din solutie apoasi la
diferite valori de pH, urmata de precipitare cu solventi organici sau gel-filtrare. Pentru
caracterizarea preparatelor purificate obtinute s-a determinat activitatea acestora atat pentru
reactia de hidroliza a trigliceridelor, cat si pentru reactii de esterificare si transesterificare
ale 1-pentanolului.

Reactivii utilizati au fost de provenientd comerciald i puritate analiticd, fiind
utilizati fard purificare suplimentara. Trioleina si tris-(hidroximetil)-aminoetanul au
provenit de la Loba Feinchemie (Austria), tributirina de la Merck, triacetina de la Fluka, iar
n-decanul de la Riedel de Haen (Germania). Restul reactivilor utilizati: acetona, alcool
etilic, eter etilic, NaCl, CH;COOH, CH3;COONa, K,HPO; KH,PO,, au fost de la
Chimopar Bucuresti. Solutiile tampon au fost preparate in laborator, conform unor retete
cunoscute din literaturd [289]. Preparatele lipazice utilizate drept etaloane au fost lipaza
pancreatici de la Fluka si pancreatina Merck.

4.3.1. Obtinerea preparatului brut

Preparatul enzimatic brut s-a obtinut astfel: 1 kg pancreas proaspit de porc s-a
curatat de tesuturile grase si conjunctive (aproximativ 0,4 kg) si s-a racit la o temperatura
intre 0-2°C. Glandele pancreatice s-au méacinat fin §i s-au agitat cu un volum total de 3 1 de
acetona racitd la 0°C, in 4 portiuni, cate 15 minute. Dupa fiecare etapa, solventul a fost
indepartat de pe reziduu prin decantare. Operatia a fost repetatd apoi in mod identic,
folosind ca solvent de extractie 2 1 eter etilic, in 3 portiuni. Reziduul final, care nu mai avea
consistenta lipicioasd a materiei prime, s-a filtrat la vid §i s-a uscat in curent de aer.
Produsul uscat a fost macinat si sitat de resturile de tesut conjunctiv, obtindnd o pudra
acetonica pancreaticd de culoare alb-gélbuie. S-au determinat activitétile, continuturile in
proteine si activitdtile specifice ale acestor preparate.

Au fost facute trei experimente, pornindu-se de la cate 1 kg pancreas proaspat de
porc, la care gradul de micinare al pancreasului a fost diferit. Cantitatile de preparate brute
obtinute si activititile, continuturile de proteine si activitatile specifice ale acestora sunt
prezentate in tabelul 4.6, comparativ cu niste preparate asemandtoare comercializate de
firme de renume.

Tabelul 4.6. Preparate brute cu activitate lipazica obtinute din pancreas de porc

Denumirea Cantitatea | Activitate | Proteine Activitate specificd
~preparatului g U/mg mg/mg U/mg proteind
Preparat brut 1 98,5 0,466 0,404 1,153
Preparat brut 2 81,4 1,087 0,536 2,028
Preparat brut 3 66,3 0,822 0,556 1,478
Lipaza Fluka - 0,500 0,365 1,370
Pancreatind Merck - 0,247 0,220 1,123

Se observd cd s-au obfinut intre 66-98 g preparat brut dintr-un kg de pancreas
proaspit, diferentele datorandu-se gradului diferit de eliminare a substantelor grase si
tesuturilor conjunctive. Activitatile specifice se situeaza intre 1,1-2,0 unititi/mg proteina,
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depinzind atat de materia prima cat si de perioada si conditiile de stocare ale acesteia pana
la prelucrare. Aceste activitati sunt foarte bune, comparabile si chiar mai mari decéit ale
enzimelor comerciale corespunzatoare.

4.3.2. Extractia lipazei din preparatul brut de pancreas

Dupa indepartarea grasimilor impurificatoare prin metoda degresdrii cu solventi
organici, faza urmatoare a constituit-o extractia cu randament maxim a lipazei din
preparatul brut solid. Extractia a fost efectuaté prin introducerea a cite 1 g pudra acetonici
pancreatica In 10 ml solutie tampon cu diverse valori ale pH-ului, avind concentratia
0,05 M si, dacd a fost cazul, contindnd NaCl pentru cresterea tariei ionice si activarea
enzimei. Extractia a durat 30 de minute, dupa care masa de extractie a fost centrifugata la
8.000 rot/min timp de 15 minute.

Influenta pH-ului solutiei de extractie i a tariei ionice asupra activitatii lipazei
extrase din preparatul brut este prezentata in tabelul 4.7. Pentru comparatie, s-a efectuat o
extractie numai cu apa distilata, pH-ul initial fiind in acest caz in domeniul 5-6.

Tabelul 4.7. Influenta pH-ului de extractie si a tariei ionice asupra activitatii lipazei

Extrase
Extractia Solutie tampon pH | Tériaionicd | Activitatea

nr. (0,05 M) NaCl (M) (U/ml)
1. - 5+6 - 5,06
2. CH3;COOH/CH3;COONa | 5,6 - 5,38
3. NaH2P04/Na2HPO4 6,0 - 9,70
4, NaH,P0O4/Na,HPO, 7,0 - 8,57
5. Tris*/HCI 8,0 - 27,48
6. Tris/HCI 9,0 - 20,35
7. Tris/HCI 8,0 0,1 30,93
8. Tris/HCI 8,0 0,2 16,30

*Tris-(hidroximetil)-aminoetan

Activitatea extractului enzimatic creste usor pana la pH 6, riméne aproximativ
constanta in domeniul 6-7, inregistreaza un salt Insemnat la pH 8, apoi scade usor la pH 9.
Taria ionicd a fost modificatd prin adaugare de clorurd de sodiu, taria ionicd a solutiei
tampon raméanand neschimbata. Cresterea tariei ionice a solutiei de extractie determina
cresterea activitatii extractului la o concentratie de NaCl de 0,1 M si scaderea activitatii la
0,2 M. Agsadar, extractia optimd s-a realizat cu solutie tampon Tris/HCl de pH 8,0
continind 0,1 M cloruri de sodiu. In consecintd, pentru faza urmitoare de purificare a
preparatelor brute s-au utilizat extracte obtinute in aceste conditii.
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4.3.3. Purificarea lipazei din extractele brute
Pentru purificarea preparatelor brute de lipazi pancreatici s-au utilizat doui

metode: gel-filtrarea pe Sephadex G-100 si precipitarea cu solventi organici. Schema de
purificare utilizata este prezentata sintetic in figura 4.1.

Preparat brut

l

Extractie cu solutie tampon Tris/HC1 0,01 M
de pH 8,0 (continind 0,1 M NaCl)

/ Centrifugare \

Cromatografie pe gel Precipitare cu
Sephadex G-100 acetona 60 %
Fractiuni eluate Centrifugare

Precipitare cu Uscare

acetona 60%

'

Centrifugare
v v
Uscare : » Preparat purificat

Figura 4.1. Schema de purificare a preparatelor brute de lipaza din pancreas de porc

4.3.3.1. Purificarea prin gel-filtrare pe Sephadex G-100 urmati de
precipitare cu acetona

Pentru cromatografia pe gel s-a utilizat o coloani de sticld cu lungimea de 300 mm
si diametrul interior 18 mm.

5 g de preparat brut de pudra acetonicd pancreaticd s-au extras cu 50 ml solutie
tampon Tris-HCI 0,05 M pH 8,0 cu un continut de 0,1 M NaCl, timp de 30 minute. Masa
de extractie s-a centrifugat la 8000 rot/min timp de 15 minute, rezultdnd 35 ml supernatant
care reprezinta extractul brut de lipaza. Pe coloana tamponata in prealabil cu aceeasi solutie
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tampon cu care s-a efectuat extractia enzimei, s-au introdus 10 ml de extract brut de lipaza.
Colectarea fractiunilor a inceput dupa ce proba a intrat in intregime in gel, volumul
fractiunilor de efluent colectate la partea inferioard a coloanei fiind de cite 5 ml.

Fractiunile care au prezentat activitate lipazica au fost reunite, ricite la 0°C si
precipitate fractionat cu acetona racita la -20°C, adaugaté in picaturi, pani la un continut de
30 % si respectiv 60 % (vol.) acetona. Suspensia s-a ldsat timp de 30 de minute la rece
pentru perfectarea precipitrii, apoi s-a centrifugat la 8.000 rot/min, timp de 10 minute.
Precipitatul a fost uscat la aer.

Rezultatele obtinute la purificarea prin cromatografie pe gel de Sephadex G-100
sunt trecute in tabelul 4.8 si figura 4.2.

Tabelul 4.8. Purificarea preparatului lipazic brut prin cromatografie pe gel

Proba | Volum Proteine Lipaza
ml mg/ml | Totale | Nyegasie | U/ml | U/mg U F.P* | Nregasire
mg % prot. | totale %
Extract 10 22,80 228,0 | 100,0 |23,43 | 1,03 |2343 1,0 | 100,0
brut
Fract. 2 5 0,252 1,26 0,56 0 0 0 0 0
Fract. 3 5 0,837 2,18 0,95 0 0 0 0 0
Fract. 4 5 2,857 | 14,28 6,26 | 11,06 | 3,88 553 | 3,8 | 23,6
Fract. 5 5 3,360 | 16,80 7,37 121,79 | 6,48 | 1089 | 6,3 | 46,5
Fract. 6 5 2,310 | 11,55 5,07 | 8,62 | 3,73 43,1 | 3,6 18,4
Fract. 7 5 2,600 | 13,00 5,70 | 590 | 2,26 | 29,5 | 2,2 12,5
Fract. 8 5 3,460 | 17,30 7,59 0 0 0 0 0
Total** | 20 55,63 | 24,40 236.8 101,0

*Factor de purificare (raportul dintre activitatea specifica a preparatului purificat si brut)
**S-au totalizat doar fractiunile care au avut activitate lipazica

Din datele prezentate se observd ca prin trecerea extractului brut pe coloana cu
Sephadex G-100 se obtine o purificare a enzimei obtinute in fractiunea 5 de peste 6 ori.
Randamentul de regasire al activitatii enzimatice in cele patru fractiuni ce prezinta
activitate lipazicd este de aproximativ 100 %, in conditiile in care randamentul de
regisire a proteinelor este mai putin de 25 %, confirmédnd faptul ca a avut loc purificarea
lipazei. Gradul de dilutie al enzimei dupa trecerea pe coloani este de 2, considerdnd
reunirea celor patru fractiuni.
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Figura 4.2. Activitatea §i continutul in proteine al fractiunilor colectate

Fiind cunoscutd instabilitatea enzimelor in solutii apoase diluate, faza urmatoare de
purificare a fost precipitarea fractionatd cu acetona a fractiunilor cu activitate lipazica,
rezultate in urma cromatografiei pe gel (tabelul 4.9).

Tabelul 4.9. Purificarea prin precipitarea cu acetond a fractiunilor cu activitate
lipazica rezultate dupa cromatografia pe gel

Probd | Cantit. Proteine Lipaza
ml* | mg/ml* | Totale | Megusiee | U/ml* | U/mg U FP. | TNyegasire
mg mg/mg | mg % U/mg | prot. | totale %
*Eluat | 70 | 2,815 [197,0 | 100,0 102 | 3,62 [7140 | 1,00 | 100,0
coloand 5
*Fract. 5 4034 [ 2017] 1023 | 196 | 485 | 980 [134] 137
0-30%
*Fract. 5 7,689 | 38,45 | 19,51 23,4 3,04 | 117,0 | 0,84 16,4
30-60%
Fract. | 252 0310 | 78,12 | 39,64 16 | 516 [4032 [1.43] 564
0-60%

S-au trecut pe coloand mai multe portiuni de extract din preparatul brut, reunind
fractiunile cu activitate lipazica. Jumatate (70 ml) din acest eluat s-a precipitat fractionat cu
acetond pand la un confinut de 30 % si respectiv 60 %. Precipitatele obtinute dupa
centrifugare §i indepértarea supernatantului au fost redizolvate in cate 5 ml solutie tampon,
pentru determinarea activitatii §i a confinutului in proteine.
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Intrucat s-a constatat prezenta activitatii lipazice in ambele fractiuni precipitate,
cealaltd portiune de 70 ml eluat a fost precipitata direct pina la un continut de 60%
acetond, iar precipitatul obtinut a fost uscat la aer (ultima pozitie din tabelul 4.9).

Se poate remarca faptul ca in urma cromatografiei pe gel urmati de precipitare s-au
obtinut randamente de regisire a activitatii lipazice cuprinse intre 30-60 %, intr-o cantitate
de proteind care reprezintd aproximativ 7-10 % din cea initiald. Activitatile mai mici la
precipitarea in 2 fractiuni se datoresc probabil dezactiviarii datorate mentinerii o perioada
mai indelungata a enzimei in solutie apoasi si in contact cu solventul organic. Factorul de
purificare final al produsului solid purificat fata de produsul solid brut de la care s-a plecat
(preparatul brut 1 din tabelul 4.6) este de 4,5. In aceste conditii, pentru simplificarea
procedurilor de purificare, s-a incercat precipitarea cu solventi organici direct dupa
extractia lipazei din preparatul brut, eliminind operatia de cromatografie pe gel.

4.3.3.2. Purificarea prin precipitare cu acetona

S-a facut prin extractie cu solutie tampon Tris/HCI de pH 8,0 utilizand céte 8 g din
preparatele brute 2 si 3 (tabelul 4.6). Precipitarea s-a facut cu acetond, la extractul din
preparatul brut 2 in doua fractiuni, pana la un continut de 30 % si respectiv 60 %, iar la

extractul din preparatul brut 3 direct pana la 60 % (tabelul 4.10).

Tabelul 4.10. Purificarea lipazei prin precipitarea cu acetona a extractelor brute

Proba | Cantit. Proteine Lipaza

mg % prot. | totale %

g mg/mg | Totale | nNregasie | U/mg | U/mg U FP. | Mregasire

Preparat | 8,00 0,536 | 4.288 100,0 1,087 | 2,03 | 8.696 | 1,00 | 100,0
brut 2

Preparat | 8,00 0,556 | 4.448 1000 | 0,822 | 1,48 | 6.576 | 1,00 | 100,0
brut 3

Precip.2 | 1,15 0,348 400 9,3 2,03 5,83 | 2.334 | 2,87 26,8
0-30%

Precip. 2 | 1,05 0,698 733 17,1 0,80 1,15 840 | 0,57 9,7
30-60%

Precip. 3 | 2,55 0,611 | 1.558 35,0 | 2,02 3,31 | 5.151 | 2.24 78,3
0-60%

Dupi cum se observa, precipitarea in doua etape a fost si in acest caz mai putin
avantajoasd, deoarece enzima s-a dezactivat partial probabil datoritd contactului mai
indelungat cu solventul organic, determinidnd scadderea activitatii In fractiunea 30-60 %.
Pentru celelalte fractiuni s-a obtinut o crestere a activitafilor specifice, iar factorul de
purificare a fost cuprins intre 2 si 3. Randamentul de regésire a activitatii enzimatice totale
a fost destul de bun la fractiunea precipitata direct cu 60 % acetoni, de aproape 80 %.

Se constatd ca randamentul de regésire a activitatii este superior procedeului care
include si cromatografia pe gel, insa factorul de purificare este de aproape 2 ori mai mic.
Cu toate acestea, considerdm cad metoda de purificare prin extractie la pH 8 urmata de
precipitare cu acetond pana la un continut de 60 % este cea mai avantajoasd, intrucét
permite obtinerea pe o cale simpla a unei enzime active, solubile in apa si purificate de
resturile de tesut si alte produse contaminante prezente in preparatul brut. Trebuie precizat
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ca prin aceste operatii nu se realizeaza o purificare avansati a lipazei, preparatele obtinute
mentindndu-gi atat activitatea amilazicad cit si pe cea proteazicd, insd prezenta acestor
enzime nu este de natura sa deranjeze din punctul de vedere al scopului urmarit.

4.3.4. Activarea lipazei pancreatice prin precipitare la pH controlat [297]

Dependenta activitdtii enzimelor de pH este binecunoscutd. Aceastd influentd se
datoreste modificarii micromediului in care se giseste enzima §i se manifestd prin
interventia in balanta fortelor care stabilizeazd conformatia enzimei, o parte a acestor forte
fiind de natura electrostatica [298]. Starea ionica a proteinei se modifica datoritd schimbarii
valorilor pK ale catenelor laterale ce contin grupari functionale ionizate sau ionizabile, ca
urmare a modificarii echilibrelor ionice datoritd variatiei pH-ului st are drept consecinti
schimbdri In structura tridimensionald a enzimei. Pe de altd parte, structura covalenti a
enzimei nu este in general afectati, ceea ce inseamna céd procesul poate fi reversibil, adica
prin revenirea la valoarea initiala a pH-ului efectul activator sau inhibitor sa dispard. Din
acest motiv, Klibanov [299] considerd cd comportarea cataliticdi a enzimelor in solutii
apoase trebuie sa fie aceeasi indiferent de influentele suferite anterior, pentru ca molecula
enzimei va adopta oricum conformatia cea mai favorabild din punct de vedere
termodinamic in conditiile date. Aceastd afirmatie nu este in totalitate sustinuta de datele
experimentale, pentru cd se cunoaste de exemplu ca multe enzime la valori de pH sub 4,0
sau peste 9,0 sunt inactivate ireversibil, ceea ce Insemnd ci in realitate mecanismele
acestea sunt mult mai complicate.

In ce priveste activitatea enzimelor in solventi organici, situatia este diferiti. Asa
cum a rezultat din studiul documentar, micromediul in care se gaseste enzima este format
in acest caz dintr-o cantitate minima de apa in care are loc de fapt solvatarea enzimei si din
solventul organic respectiv, care poate fi sau nu miscibil cu apa. Indiferent de mediul in
care se giseste lipaza, ea poate exista in doud stari conformationale, una activa si cealalta
inactiva. Trecerea de la forma inactiva la cea activa si invers se datoreste deplasarii unui
asa numit "capac", un mic segment elicoidal constituit din resturi de aminoacizi, care poate
bloca sau nu accesul substratului la centrul activ al enzimei. Majoritatea referintelor din
literatura de specialitate indica faptul ca lipazele sunt mai putin active in solventi organici
decét in apa sau in amestecuri apa-solvent organic miscibil cu apa. Aceasti inactivare este
consideratd a se datora pe de o parte unor limitari difuzionale, iar pe de altd parte faptului
cd acel "capac" ce a fost mentionat anterior se giseste in pozitie "inchisi" [300]. In ultima
perioada s-a demonstrat cd enantioselectivitatea lipazei in solventi organici este dependenta
de modul in care a fost obtinutd enzima, ceea ce sugereaza faptul ca in medii organice este
conservatd conformatia pe care enzima a dobandit-o anterior [301].

Ideea acestei cercetdri a fost de a gasi o modalitate practica si cit mai eficienta
pentru a induce o conformatie activd a molecului de lipazad §i de a o conserva pentru
utilizarea acestei enzime ca biocatalizator in reactii de sintezi organicd. Plecind de la
faptul cé purificarea lipazei pancreatice include o etapa de precipitare cu acetona si de la
dependenta activitatii enzimelor de pH, s-a emis ipoteza cd pH-ul solutiei din care se face
precipitarea cu acetona ar putea sa influenteze activitatea enzimei purificate in mediu de
solventi organici. Pe baza acestor considerente, s-a facut precipitarea cu acetoni din solutii
avand pH-uri diferite in domeniul 7+9, in care se stie ca lipaza pancreatica are activitatea
maximad. A fost studiatd de asemenea activitatea si specificitatea de substrat a acestor
preparate in reactia de hidroliza a trigliceridelor.
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4.3.4.1. Dependenta activititii hidrolitice si a specificitatii de substrat de pH-ul
la care are loc precipitarea

Modul de lucru: s-au cantarit 10 g enzima brutd 3 (cu caracteristici conform

tabelului 4.6), care s-au suspendat in 200 ml solutie tampon, dupa cum urmeaza:
I - solutie tampon NaH,PO4/Na,HPO,4 0,1 M de pH 7,0;

II - solutie tampon Tris/HC1 0,05 M de pH 8,0;

I - solutie tampon Tris/HCI 0,05 M de pH 9,0.

Fiecare solutie a continut NaCl pentru a realiza in extract o concentratie de NaCl de
0,1 M. Reactivii utilizati au fost de provenientd comerciald (Chimopar S.A.), iar solutiile
tampon au fost preparate in laborator. S-a agitat magnetic timp de 30 minute, la
temperatura camerei, dupa care s-a filtrat prin tifon pentru indepartarea resturilor de tesut
organic si s-a centrifugat la 4.200 rot/min timp de 20 de minute. S-a colectat supernatantul
limpede si s-a precipitat cu acetond racitd la -15°C, in picdturi, pdnd la un continut de
acetond de 60 %. S-a lisat 15 minute pentru perfectarea precipitarii, apoi s-a centrifugat
timp de 10 minute la 4200 rot/min. Enzima precipitatd s-a uscat la aer. S-a determinat
continutul in api al acestor preparate prin titrare dupa metoda Karl-Fischer (continutul in
apa al enzimei brute a fost 5,8 %). Cantitatile obtinute dupa precipitarea cu acetond au fost:

- enzima precipitata la pH 7 (denumita lipaza I): 5,2 g, continut in apa 19 %

- enzima precipitata la pH 8 (denumita lipaza II): 3,2 g, continut in apa 8,1 %

- enzima precipitata la pH 9 (denumita lipaza IIf): 3,6 g, continut in apa 8,8 %

S-au determinat activitdtile tuturor acestor preparate, In reactia de hidrolizd a
trigliceridelor emulsionate, in modul descris in capitolul 4.1. Pentru determinarea
specificititii de substrat, s-au utilizat: doud trigliceride contindnd resturi de acizi
carboxilici cu catend scurtd, triacetina (triacetat de glicerind, provenit de la Fluka), si
tributirina (tributirat de glicerind, Merck) si una cu catend lungi, trioleina (trioleat de
glicerind, Loba Feinchemie). Aceste determindri de activitate s-au facut la pH 8,0 in
solutie tampon Tris/HCI 0,1 M. Fiecare determinare s-a repetat de trei ori, in tabelul 4.11
fiind prezentate valorile medii.

Tabelul 4.11. Activitatile preparatelor lipazice obtinute prin precipitare cu acetoni la valori
controlate de pH

Preparat Substrat Continut in proteina Activitate
mg/mg U/mg U/mg Relativa
proteind
Triacetind 1.21 2.18
Preparat brut 3 Tributirina 0.556 2.92 5.25 1.00
Trioleina 0.96 1.73
Triacetina 1.06 1.63
Lipaza I (pH 7,0) Tributirina 0.649 2.35 3.62 0.73
Trioleina 0.83 1.28
Triacetina 1.92 3.14
Lipaza Il (pH 8,0) | Tributirina 0.611 3.31 5.42 1.29
Trioleina 1.48 2.42
Triacetind 1.99 3.41
Lipaza III (pH 9,0) | Tributirina 0.583 3.64 6.24 1.48
Trioleina 1.72 2.95
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Activitatile relative s-au calculat prin raportarea valorilor medii ale activitatilor
specifice pentru cele trei substraturi la valoarea medie a activitatii specifice a preparatului
brut. Se poate observa cé activitatea catalitici a lipazei depinde si in mediu apos de modul in
care a fost obtinutd enzima, fapt reflectat de valorile diferite ale activititii obtinute pentru
cele trei preparate. Activitatea maximd s-a inregistrat pentru enzima precipitatd dupa
dizolvare la pH 9, corespunzitoare unei cresteri a activitafii medii relative de aproape 50 %
fatda de enzima brutd, in timp ce lipaza precipitatd la pH 7 s-a dezactivat fati de enzima
bruta.

Faptul ca este vorba despre o anumitd conformatie specifici fiecarui preparat care
depinde de pH-ul solutiei din care s-a facut precipitarea este confirmat de specificitatea de
substrat a preparatelor obtinute, asa cum rezultd din figura 4.3, construitd cu datele din
tabelul 4.11.

7

. Prep. brut
6 Lipaza I

. L] Lipaza II
5 B Lipaza 11

Activitate specifica, U/mg proteina

Triacetina Tributirind Trioleina

Figura 4.3. Specificitdtile de substrat ale preparatelor lipazice purificate prin precipitare cu
acetond

Se poate deci remarca faptul ci intr-adevar pH-ul solutiei din care se face
precipitarea influenteaza in buni masurd comportamentul ulterior al enzimei. Relatia dintre
pH si activitate pentru orice enzima depinde de comportarea acido-bazici a enzimei §i a
substratului, natura solventului, ca §i de multi alti factori a caror cuantificare este dificila.
In principiu ins3, se poate afirma ci, datoritd naturii proteice, enzimele au comportare de
amfoliti, putdnd disocia la nivelul gruparilor -COOH si -NH; (sau a altor grupan
ionizabile), in functie de valoarea pH-ului. in consecinti, la orice valoare a pH-ului lipaza
poate contine grupdri incarcate pozitiv sau negativ, inclusiv la aminoacizii care fac parte din
centrul activ sau contribuie la adoptarea conformatiei celei mai favorabile pentru
desfasurarea actului catalitic. Din cauza interactiunilor de naturd electrostatica, determinate
de sarcinile electrice existente la nivelul moleculei de enzima, se vor produce anumite
modificdri conformationale, care vor fi influentate de valoarea pH-ului. Prin precipitarea
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enzimei la temperaturd scazutd, are loc probabil o "inghetare" partiald a acestei
conformatii, care dupa aceea nu mai revine la forma initiala nici la redizolvarea enzimei,
deoarece reasezarea din punct de vedere conformational a unei intregi zone foarte delicate,
cum este centrul catalitic al enzimei, nu este totusi un lucru simplu. Acest rationament ar
putea deci explica satisfacator dependenta activitatii ulterioare a enzimei de pH-ul la care
are loc precipitarea, cat si de ce acest pH optim de precipitare (9,0 in cazul nostru) este
putin diferit de pH-ul la care activitatea extractului apos initial de lipaza a fost maxima (8,0
conform datelor tabelului 4.7). Un raspuns mai exact la aceste intrebari va putea fi dat,
evident, prin utilizarea unor tehnici spectroscopice modeme, ce permit elucidarea
caracteristicilor structurale ale proteinelor amorfe, cum ar fi spectrometria RMN cu schimb
de izotopi de hidrogen [291, 292] sau spectrometria RMN de >C in stare solidi [293].
Aceste metode vor permite determinarea exactd a structurilor preparatelor enzimatice
purificate, comparativ cu enzima initiala.

In ce priveste specificitatea de substrat a lipazelor purificate, se observa ca aceasta
se manifesta fata de triglicerida avand in molecula resturi acil cu lungime medie (Cy4) a
catenei hidrocarbonate. Aceastd specificitate este cunoscutd din literaturd si trebuie
remarcat doar cd ea nu se modificd In urma operatiilor la care a fost supusa enzima si nu
depinde in esenta de pH-ul la care se face precipitarea cu acetona. Specificitatea de substrat
in cazul unor substraturi asemanatoare structural, cum ar fi trigliceridele, este determinata
de afinitatea acelei parti din moleculd care nu este modificatd prin actul catalitic (in cazul
nostru catena hidrocarbonatad din restul acil) fatd de un centru de legare, care reprezintd o
zona distincta fatd de centrul activ. Faptul ca acesta specificitate nu se schimba reprezinta o
confirmare a faptului ci modificarile ce au loc afecteaza numai zona centrului activ al
enzimei.

Concluzia care se poate trage din aceste determiniri este ci metoda purificarii prin
precipitare cu acetond din solutie apoasd da cele mai bune rezultate la valoarea pH-ului
solutiei initiale de 9,0. In ciuda dezactivarii unei parti din enzima in cursul operatiilor de
purificare, considerdm aceastd metoda utila, intrucdt se obtine un preparat omogen, solubil
in apa si care este lipsit de resturi de tesut organic.

In esentd, se poate afirma ca obtinerea lipazei din pancreas este o metodid mai
simpld decét cultivarea unor microorganisme, care porneste de la o materie prima ieftina si
permite obtinerea de preparate purificate in conditii reproductibile si in cantititi suficient
de mari chiar in conditii de laborator. In plus, lipaza pancreatica s-a dovedit a fi mult mai
putin sensibild la depozitare decét cea de origine microbiana. Din acest motiv numai aceste
preparate au fost testate in continuare drept catalizatori in reactii de esterificare si
transesterificare.

4.3.4.2. Studiul activititii de esterificare si transesterificare a preparatelor
lipazice obtinute prin precipitare la pH controlat [294, 295]

Asa cum a rezultat din studiul documentar, lipazele pot fi catalizatori eficienti
intr-o serie de reactii de esterificare si transesterificare. Desfagurarea acestor reactii este
recomandatd a se face in microemulsii sau in solventi organici cu un continut cit mai mic
de apa pentru a nu favoriza reactiile de hidroliza, dar in acelasi timp suficient pentru a
mentine conformatia catalitici activa a enzimei.

A fost studiatd activitatea preparatelor enzimatice purificate obtinute prin
precipitare cu acetond la diferite valori de pH (si denumite lipaza I, II, respectiv III) in
reactii de esterificare i transesterificare ale 1-pentanolului. Drept mediu de reactie organic
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s-a ales n-hexanul, un solvent nemiscibil cu apa, care conform datelor din literatura de
specialitate da rezultate bune in reactii catalizate de lipaze in medii neapoase.

Activitatea de esterificare, respectiv transesterificare a fost exprimata cantitativ prin
conversia 1-pentanolului dupa 1, respectiv 3 ore de reactie la 37°C. Determinarea
conversiei s-a facut prin analiza cromatografica gaz-lichid.

S-au utilizat reactivi de puritate analitica: 1-pentanol (Fluka), acid n-hexanoic
(caproic, Loba Chemie), n-hexan (Merck) si tributirat de glicerina (Merck). Hexanul a fost
mentinut pe site moleculare si a avut un continut de apa de 0,05 %, determinat prin metoda
Karl Fischer.

Modul de lucru. intr-un reactor de sticld cu capacitatea de 50 cm’ prevazut cu
manta termostatabild si posibilitate de agitare magneticd s-au introdus 20 ml solvent
organic (n-hexan) si cantitatile stabilite de acid (sau ester) si 1-pentanol. Rapoartele molare
alcool/acid, respectiv alcool/ester au fost cele stoechiometrice, 1/1 in cazul esterificarii si
respectiv 3/1 in cazul reactiei de transesterificare cu tributiratul de glicerind. S-a pornit
agitarea §i s-a termostatat la temperatura de reactie de 37°C. S-a luat o proba de 1 ml
pentru determinarea concentratiei initiale a 1-pentanolului, peste care s-au adaugat 1 ml
solutie de n-decan in n-hexan pentru analiza cantitativa cromatografica.

S-au cantarit aproximativ 0,2 g preparat enzimatic si s-au introdus in amestecul de
reactie, considerdndu-se acesta ca momentul initial al reactiei. S-a lasat sa reactioneze timp
de 3 ore, dupd care reactia a fost stopatd prin filtrarea enzimei (insolubild in mediul de
reactie). Din amestecul de reactie s-au luat probe de 1 ml dupad o ord de reactie si la
terminarea ei. Aceste probe s-au analizat in acelasi mod ca §i proba initiald. S-au calculat
concentratiile de 1-pentanol si conversia pentanolului. Activitatile de esterificare si
transesterificare au fost exprimate in unitati enzimatice, o unitate fiind definitad drept
cantitatea de enzimi ce catalizeaza conversia unui pmol de substrat (1-pentanol), intr-un
minut, in conditiile date.

4.3.4.2.1. Analiza 1-pentanolului prin cromatografie gaz-lichid

Se va descrie in mod putin mai detaliat aceastd analizd, deoarece atat conditiile
aparative cit si modalitatea de analizd cantitativa care au fost stabilite cu acest prilej vor fi
utilizate, cu mici modificari, pentru celelalte studii. Conditiile de analiza cromatografica au
fost stabilite dupd o serie de Incerciri pe coloane cu polaritati i concentratii ale fazei
stationare diferite, astfel:

- cromatograf tip Chromatrom GCHF 18.3 echipat cu detectoare de ionizare in flacirad in
sistem dual;

- gaz purtator: azot, cu debitul de 40 ml/min;

- coloana din otel inoxidabil cu dimensiunile de 2 m x 4 mm, umpluta cu faza stationara de
tip FFAP (polara) cu concentratia 10 %, depusa pe Chromosorb W-AW-DMCS (spilat
acid si silanizat) de granulatie 80-100 mesh;

- temperatura coloanei liniar crescétoare intre 70-210°C, cu viteza de incilzire de 16°C/min
si cu mentinerea la temperatura finala timp de 5 minute

- temperatura 1n injector: 220°C

- temperatura in detector: 250°C

- amplificare electronici: 3 x 10

- viteza de inregistrare: 30 cm/ora
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Un exemplu de cromatograma, obtinuta in conditiile mentionate, pentru esterificarea
acidului n-hexanoic cu 1-pentanolul este dat in figura 4.4.
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Figura 4.4. Cromatograma gaz-lichid a amestecului de reactie de la esterificarea acidului

n-hexanoic cu 1-pentanolul, la 37°C, dupa o orj, in prezenta lipazei II
(1- n-hexan; 2- n-decan; 3- 1-pentanol; 4-hexanoat de 1-pentil; 5- acid hexanoic)

Identificarea picurilor cromatografice din aceastd figura s-a facut prin compararea
timpilor de retentie cu cei ai unor standarde autentice, care au fost chiar pentanolul si acidul
hexanoic utilizate drept materii prime, respectiv hexanoatul de 1-pentil sintetizat in laborator
pe cale chimica obignuita.

Valorile principalilor parametri cromatografici calculati pe baza cromatogramei sunt
prezentate in tabelul 4.12.
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Tabelul 4.12. Valorile principalilor parametri cromatografici pentru componentele

amestecului de reactie de la esterificarea acidului hexanoic cu n-pentanol

Nr. Atribuire Timp de | Timp de retentie | Factor de | Coef. de
picului retentie tg ajustat’ tg- capacitate® | separare®
(fig. 2.1.4) (min) (min) k’ o
1. n-hexan (solv.) 1,0 0,47 0,88 -
2. n-decan (standard) 2,2 1,67 3,13 3,55
3. 1-pentanol 6,4 5,87 11,01 3,52
4. hexanoat de 1-pentil 10,0 9,47 17,76 1,61
5. acid hexanoic 12,8 12,27 23,02 1,30

? reprezinta diferenta dintre timpul de retentie miasurat al componentei §i timpul de retentie
al unei componente neretinute pe coloand ty. Valoarea ty se determina prin calcul, in
functie debitul fazei mobile F s1 dimensiunile L si d. ale coloanei, cu ajutorul relatiei
aproximative [296]:

L.

ty T In cazul nostru ty= 0,533 min

ey

® reprezinti unul din principalii parametri cromatografici care caracterizeazi retentia
componentelor si se calculeaza cu relatia [296]:

tx
tM

k' =

¢ reprezintd unul din principalii parametri cromatografici care caracterizeazd separarea

componentelor si se calculeaza pentru perechile de componente care elueazd succesiv,cu
relatia [296]:

o=

k04)

Din datele tabelului 4.12 se poate remarca faptul ca s-a realizat o separare foarte
buni a tuturor componentelor, fapt relevat de valorile supraunitare ale tuturor coeficientilor
de separare. Valorile mari ale factorului de capacitate pentru unele componente sunt
inevitabile cand sistemul contine componente cu polaritéti si volatilitati foarte diferite, cum
este In cazul nostru.

Pentru analiza cantitativi a 1-pentanolului din amestecul de reactiec prin
cromatografie de gaz-lichid s-a ales metoda standardizérii interne, iar ca substanta standard
s-a folosit, agsa cum s-a vazut, n-decanul.

S-au cantarit diferite cantitati de 1-pentanol si s-au dizolvat in 1 ml n-hexan, dupa
care s-au adidugat aproximativ 6 pl n-decan, cintirindu-se exact cantitatea addugata.
Cantitatile de alcool si standard au fost alese astfel incat concentratiile si raportul acestora
sd se Inscrie in domeniul reactfiei urmdrite. Probele au fost cromatografiate in conditiile
mentionate anterior. Pentru a elimina erorile de méasura, fiecare proba a fost injectata de 4-5

ori, luidndu-se in calcul media determindrilor ariilor respective, care sunt prezentate in
tabelul 4.13.
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Tabelul 4.13. Standardizarea gaz-cromatografica a 1-pentanolului cu n-decan

Nr. proba Cantitati Raport arii Raport cantitativ
1-pentanol n-decan Aa/Ax M,/ My
(8 (8)
1. 0,0035 0,0048 0,479 0,729
2. 0,0084 0,0040 1,096 2,100
3. 0,0121 0,0042 1,564 2,881
4. 0,0158 0,0050 2,061 3,160
5. 0,0198 0,0042 2,629 4,714

Reprezentarea graficd a raportului arilor in functie de raportul cantitativ al
componentelor (pentanol/decan) este data in figura 4.5.

40

Raport arii

Raport cantitativ

Figura 4.5. Dreapta de standardizare a 1-pentanolului cu n-decan

Se observd c@ aceastd dependentd este liniara, iar din ecuatia dreptei
corespunzatoare se va putea calcula cantitatea de alcool care se gaseste la un moment dat in
proba luatd din amestecul de reactie:

mst
0,5756

alc

m, = (% + 0,0252] .
A

st

unde my, este cantitatea de standard introdusa in sistemul de reactie.
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4.3.4.2.2. Testarea preparatelor lipazice in reactia de esterificare

Pentru aceasta reactie s-au folosit concentratii initiale echimolare de reactanti,
1-pentanol si acid hexanoic, de 0,3 moli/l.

Concentratia solutiei de n-decan in proba supusa analizei cromatografice (constituita
din 1 ml amestec de reactie si 1 ml solutie de standard) a fost 0,0388 moli/l. Nu s-a introdus
apa in sistemul initial de reactie, continutul de apa al acestuia fiind deci determinat doar de
apa din materiile prime §i din solventul utilizat, ceea ce insemna un continut mai mic de
0,1%.

Rezultatele determindrilor sunt prezentate in tabelul 4.14 si figura 4.6.

Tabelul 4.14. Activitatea preparatelor lipazice in reactia de esterificare a acidului hexanoic
(0,3 M) cu 1-pentanol (0,3 M) in n-hexan, la 37°C

Tipul preparatului | Conversia 1-pentanolului Activitatea de esterificare
dupd 1 h de reactie
U/mg preparat Relativa
Preparat brut 3 65.7 0.164 1.00
Lipazi I (pH 7,0) 8.7 0.020 0.12
Lipazd II (pH 8,0) 92.0 0.230 1.40
Lipazd III (pH 9,0) 81.9 0.205 1.25
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Preparatbrut  Lipaza | Lipaza II Lipazi I11

Activitatea de esterificare (U/mg)

Figura 4.6. Activitatea de esterificare a preparatelor lipazice purificate prin
precipitare cu acetona la valori controlate de pH

Se observa ca atat preparatul brut cat si cele purificate manifestd activitate cataliticd
in reactia de esterificare dintre acizi monocarboxilici §i alcooli monohidroxilici. Aceasta
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activitate scade la preparatul obtinut prin precipitare la pH 7 comparativ cu cel brut, insa
creste la celelalte doua preparate, tendinta identica cu cea care a fost observata la reactia de
hidrolizi a trigliceridelor. Insi in timp ce sciderea de activitate mentionati este in
concordanta cu cea de la hidroliza trigliceridelor, se observi cé la esterificare cea mai buni
activitate a fost inregistrata la lipaza II, purificata prin precipitare la pH 8. Acest preparat a
avut o activitate catalitica relativa de esterificare mai mare cu 40 % decat preparatul brut,
ceea ce la prima vedere nu pare o crestere foarte spectaculoasa, insd semnificid o marire a
conversiei de la 66 % la peste 90 % dupa numai o ord de reactie, un aspect foarte important
din punct de vedere preparativ.

Expriménd activitatea in unitdti/mg (ca si in cazul hidrolizei) se obtine pentru
activitatea de esterificare a preparatului obtinut prin precipitare la pH 8,0 o valoare a
activitatii de 0,23 unitati/mg, mai mica de aproximativ 8 ori decat cea inregistratd in cazul
hidrolizei, dar de acelasi ordin de marime, ceea ce justifica afirmatia ca lipazele pancreatice
exercitd o activitate cataliticd in reactii de esterificare comparabila cu principala lor
activitate, cea hidrolitica. Acest fapt face posibila utilizarea preparatelor purificate prin
precipitare cu acetona pentru obtinerea de esteri ai acizilor monocarboxilici cu alcooli
monohidroxilici.

4.3.4.2.3. Testarea preparatelor lipazice in reactia de transesterificare

Aceasta testare s-a facut prin reactia de transesterificare (alcoolizi) dintre tributirat
de glicerina (tributirind) i 1-pentanol.

Conditiile de reactie au fost aseménitoare cu cele de la esterificare, cu exceptia
faptului ca s-a folosit un raport molar inifial alcool/ester de 3:1, tinidnd cont de faptul ci
tributirina are teoretic 3 grupari esterice reactive si fara a lua in considerare faptul ci lipaza
pancreatica este o enzima 1,3-selectiva 1n reactiile trigliceridelor.

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 4.15 si figura 4.7.

Tabelul 4.15. Activitatea preparatelor lipazice in reactia de transesterificare a tributiratului
de glicerina (0,1 M) cu 1-pentanol (0,3 M) in n-hexan, la 37°C

Tipul preparatului | Conversia 1-pentanolului Activitatea de transesterificare
dupa 3 h de reactie
% U/mg preparat Relativa
Preparat brut 3 23.5 0.027 1.00
Lipaza I (pH 7,0) 4.9 0.004 0.15
Lipazi II (pH 8,0) 34.2 0.029 1.07
Lipaza III (pH 9,0) 35.5 0.030 1.11

Si in acest caz se poate constata ca toate preparatele lipazice au manifestat activitate
cataliticd, dar semnificativ mai mica decét la esterificare si foarte mica in cazul lipazei I.
Cresterea activitatii la celelalte preparate comparativ cu enzima bruta este considerabil mai
mica decat in cazul esterificarii. Acest lucru se datoregste insa probabil faptului ca conversia
de aproximativ 35 % inregistrata dupa 3 ore de reactie este apropiatd de valoarea conversiei
de echilibru. Daca tinem cont de faptul ca in acest caz sunt posibile de fapt trei reactii
consecutive, aceastd valoare ar corespunde unei conversii complete a substratului limitativ
in dibutirat de glicerina §i s-ar putea ca reactivitatea acestuia in conditiile date sa fie mai
scazutd. De asemenea, trebuie mentionat cd a fost efectuatd o singura incercare §i nu s-a
facut optimizarea conditiilor de reactie, de exemplu a continutului de api, care ar putea
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influenta valoarea conversiei. In acest caz exprimarea activititi doar prin valoarea
conversiel dupd un anumit timp nu este suficient de relevanta, fiind necesara o metoda de
urmdrire cineticd a activitatii catalitice a enzimei. O asemenea metodad este utild §1 pentru
investigarea reactiilor de hidroliza §i esterificare catalizate de lipaze, permitdnd o cunoagtere
mai amanuntita a actului catalitic §i a parametrilor care pot influenta reactia.
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Figura 4.7. Activitatea de transesterificare a preparatelor lipazice purificate prin
precipitare cu acetona la valori controlate de pH

4.3.5. Concluzii

Tinand cont de multiplele probleme pe care le ridica obtinerea enzimelor din culturi
de microorganisme s-a incercat obtinerea unor preparate active de lipaza prin extractie din
pancreas de porc, un subprodus ieftin §i usor accesibil in cantitati mari. Preparatul brut s-a
obtinut prin deshidratarea si delipidizarea pancreasului proaspat cu acetona si eter etilic,
dupa o reteta proprie, cu un randament cuprins intre 7-10 % fata de pancreas..

Activitatile specifice s-au situat intre 1,1-2,0 unitati/mg proteind, depinzand atat de
materia prima cat §i de perioada si conditiile de stocare ale acesteia pand la prelucrare, fiind
comparabile §i chiar mai mari decat ale unor enzimelor comerciale oferite de firme cu
renume.

Purificarea preparatului brut s-a efectuat prin cromatografie de excluziune steric
preparativa si precipitare cu solventi organici, fara a se urmari o purificare avansata ci doar
obtinerea pe o cale cat mai simpla a unui preparat activ, avand stabilitate operationald si la
depozitare bune.

Extractia enzimei din preparatul brut se realizeaza cel mai bine in solutie apoasa
tamponatd la pH 8 cu solutie tampon Tris/HCI si la o tarie ionica de 0,1 M NaCl. Ionii de
sodiu au si efect activator asupra lipazei pancreatice.
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La purificarea prin cromatografie pe gel urmata de precipitare cu acetona pana la un
confinut de acetona de 60 % s-au obtinut randamente de regdsire ale activitatilor lipazice
cuprinse intre 30-60 %, intr-o cantitate de proteind care reprezenta aproximativ 7-10 % din
cea initiala si un factor de purificare fata de produsul solid brut de 4,5. Pentru simplificarea
procedurii, s-a recurs direct la precipitarea cu acetona a extractelor apoase. S-a obtinut un
factor de purificare mai mic, cuprins intre 2 §i 3, Insd randamentul de regéasire a activitatii
enzimatice totale a fost mai mare, de aproape 80 %, datoritd faptului ca s-a obtinut o
cantitate cosiderabil mai mare de preparat purificat (aproximativ 30 % fata de preparatul
brut), comparativ cu procedeul care include si cromatografia pe gel. In aceste conditii s-a
ajuns la concluzia ci varianta de precipitare directa a extractelor cu 60 % acetoni este mai
avantajoasa, ducand la un preparat solid suficient de activ, solubil in apa si stabil.

Studiul mai detaliat al influentei pH-ului solutiei de extractie din care se face
precipitarea cu acetoni a aratat ca activitatea preparatelor purificate solide este mai mare in
cazul in care acest pH are valoarea 9, desi diferenta de activitate fatd de preparatul obtinut
la pH 8 nu este mare. Aceastd aparentd anomalie se explicd prin faptul cd conformatia
enzimei suferd mici modificari §i In momentul precipitirii cu solventi organici §i toate
aceste modificari conformationale nu sunt total revesibile la redizolvarea enzimei. Influenta
pH-ului solutiei la care se face extractia enzimei este foarte insemnaté, ceea ce se reflectd
prin inactivarea insemnati a preparatului obtinut la pH 7. In acelasi timp, specificitatea de
substrat a lipazei in reactia de hidroliza a trigliceridelor nu a depins de pH-ul solutiei din
care a avut loc precipitarea cu acetond. Aceastd specificitate s-a manifestat fata de
triglicerida avand o lungime redusé (C3) a lanfului hidrocarbonat legat de restul acil.

Preparatele purificate prin extractie la pH controlat urmata de precipitare cu acetona
au manifestat activitate catalitica si in reactii de esterificare i transesterificare in solventi
organici. Reactiile model alese au fost esterificarea 1-pentanolului cu acid hexanoic,
respectiv transesterificarea tributiratului de glicerind cu l-pentanol, in mediu de n-hexan.
Activitatea de esterificare cea mai mare s-a inregistrat in cazul preparatului obtinut prin
precipitare la pH 8 si acest preparat a permis obtinerea unei conversii de peste 90 % dupd o
ora de reactie. Chiar daca activitatea iIn mediu organic este mai mici decit cea in mediu
apos, se poate afirma cd prin metoda elaboratd s-a reusit conservarea in mare parte a
conformatiei catalitic active a lipazei.
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5. Modelul cinetic al reactiilor de esterificare si transesterificare catalizate de
lipaza

Asa cum se poate observa din studiul documentar, cinetica reactiilor catalizate de
lipaze este extrem de complicata, datoritd faptului ca aceste reactii au loc de multe ori la
interfata a doua faze nemiscibile si pot fi supuse unor limitari difuzionale sau de alta
naturd. Din acest motiv existd zeci de modele cinetice bazate pe diverse ipoteze care
incearca sa simplifice fenomenele care loc 1In timpul acestor procese. Aceste modele difera
foarte mult una de alta si in general fiecare dintre ele se referd doar la un sistem particular
de reactie, neputdnd avea valabilitate mai generala.

Studiul activitatii catalitice a enzimelor se poate face numai indirect, prin urmairirea
efectelor acestei activitati asupra unui substrat dat. Exprimarea cantitativa a activitatii se
face prin numérul de moli de substrat transformati de enzimd Intr-un anumit interval de
timp, ceea ce inseamna dimensiuni de vitezd de reactie. Rezultd asadar cid urmarirea
cinetica a reactiilor catalizate reprezinta cea mai bund metoda de investigare a activitatii si
eficientei catalitice a enzimelor. Din acest punct de vedere, realizarea unei modelari
cinetice a procesului prezintd doud avantaje:

- un model bun permite prevederea evolutiei reactiei in anumite conditii date;

- pe baza modelului se pot calcula anumiti parametri cinetici care si aibi
semnificatie fizica pentru sistemul de reactie dat.

Trebuie precizat si faptul ca investigarea cinetica a reactiilor catalizate de enzime se
bazeaza de foarte multe ori pe determinarea vitezelor initiale, care reprezintad un parametru
cantitativ foarte util pentru aprecierea eficientei catalitice a enzimelor. S-a ardtat ci
evolutia in timp a reactiilor catalizate de enzime este de cele mai multe ori de forma unei
curbe de saturatie. Acest lucru este valabil si la reactiile catalizate de lipaze care sunt
reactii de echilibru si unde se inregistreazd o insemnata scddere a vitezei de reactie pe
masura apropierii de conversia de echilibru. Determinarea experimentald cu precizie
suficienta a vitezei initiale pentru asemenea procese nu este foarte usoara. In aceste conditii
este de dorit ca modelul cinetic sd ofere si o posibilitate da calcul mai exact a acestor viteze
initiale.

5.1. Expresia matematica a modelului cinetic [302]

S-a incercat agadar elaborarea unui model cinetic cat mai simplu §i mai universal
pentru reactiile catalizate de lipaze. S-a aratat ca aceste reactii pot fi extrem de diverse si se
pot desfasura atat in medii apoase cét si apos-organice sau organice. In esenta insi, toate
aceste procese pot fi considerate reactii reversibie de ordinul II si modelul ales trebuie sa
porneascd de la relatiile cinetice caracteristice acestui tip de reactit.

Drept referinta s-a luat modelul care a fost elaborat de Kosugi si Suzuki pentru
reactiile de hidroliza a trigliceridelor [97] si care a fost dupad aceea Imbunitatit de Han si
Rhee [100] pentru reactiile de hidrolizd in care nu se mai lucreaza cu exces mare de apa.
Ideea a fost de a extinde un asemenea model si pentru reactiile de esterificare si
transesterificare care au loc in solventi organici, obtindnd asadar unul cu valabilitate
generald pentru toate reactiile de echilibru catalizate de lipaze.

In reactiile reversibile de ordinul II din doi reactanti Sa si Sg (A fiind considerat
reactantul limitativ) se formeaza doua produse Pp si P, conform schemei:

Sa + Spg — Prp + PQ (5.1)

k.
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Expresia vitezei de reactie pentru acest tip de reactii se poate scrie:

dA
- =ki-AB-k, PQ . (5.2)

unde A si B sunt concentratiile celor doi reactanti la timpul t, P si Q concentratiile
produsilor la timpul t, iar kj $1 k.; sunt constantele de viteza pentru reactia directd, respectiv
reactia inversa.

Considerdnd cd in momentul initial al reactiei avem concentratiile Ay si By ale
reactantilor, concentratiile produsilor in orice moment al reactiei vor fi:

P=Q=A;-A=By-B (5.3)

Intrucat expresia cinetica (5.2) ce descrie variatia concentratiei reactantului A in
timp are forma unei curbe descrescitoare, este mult mai avantajos sa se exprime aceasta
concentratie sub forma de conversie fractionala:

X = (5.4)

obtindndu-se astfel in functie de timp o curba de saturatie obisnuitd, care exprima si in
realitate evolutia reactiei enzimatice, aga cum s-a aratat.

Un avantaj suplimentar al acestui procedeu care nu introduce erori suplimentare
(valoarea lui Ay fiind cunoscutd cu suficientd precizie) este cd In toate cazurile valorile de
pe axa Y vor fi cuprinse intre 0 51 1.

Din relatia (5.4) rezulta:

A=A,-X-A, si In mod similar:
B=B,-XA,

Inlocuind aceste valori in ecuatia (5.2) vom putea scrie expresia vitezei de reactie
pe baza conversiei fractionale in timp a reactantului A:

dA

——dt—zk,-A-B—k_,(AO—A)z (5.5)
dX 1
E'_‘[kl(l—x)'Ao(Bo _XAO)_k—lsz(z)]'K'O—
dX
—d—t—=k](l—X)(B0 ~XA,)-k_ XA, (5.6)

La atingerea echilibrului vom avea conditia:
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o _
dt

iar conversia va fi egala cu cea de echilibru:

X =X, , asadar:

Ozkl(l_Xe)(BO_XeAO)_k—l 'Ao'Xz (5.7)

Relatia (5.7) se poate impadrti cu ki, rezultind valoarea constantei de echilibru a reactiei

k A, X2
K=—L-= 9 ~c 5.8
k-l (I—Xe)(Bo"Xe'Ao) ( )

Valoarea constantei de viteza k.| rezultata din ecuatia (5.8) se inlocuieste in ecuatia
diferentiala (5.6):

k—l = kl(l_X;XB;(;XeAO) (59)
0 €

Xk
- X2 (1-XXB, - XA, X2 - (1-X_XB, =X A, )X]

‘gt( ;[(XA +XB, - B, )X -X2(A, +B, )X+ XB, |

€

(5.10)

Prin integrarea ecuatiei (5.10) se obtine :

X

€

X,
X (A,+B,)-2B
e( 0+ 0) X +|:1 (

w}> ><

j } =k, -t (5.11)

Relatia (5.11) se poate aduce la o forma de tip X = {{(t), in care parametrii ce trebuie
determinati sunt X, si k;:

X, -X

2B
=(A0+B0—- °]-k1-t (5.12)
A X,
Xe+[1—[1+—°]XC}X

0

In
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Daca notam pentru simplificare:

A ) 2B
B=1+B+° si s=(AO+BO—X°]k,

0

[

vom avea.

d =" (5.13)

respectiv:
X, -X=X,-e"+X-e"-B-X_-X-e"

X (i-e)
T et (1-BX,)+1

(5.14)

Ecuatia (5.14) permite calculul curbei cinetice pe baza datelor experimentale. Este o
ecuatie parametricd ce nu poate fi rezolvata decét prin optimizare. Aceasta inseamna ca in
urma calculului de optimizare rezulta valorile € (adici ale constantei de vitezd k;) si X,
pentru care curba X = f (t) datd de ecuatia (5.14) se coreleaza cel mai bine cu datele
experimentale. Datoritd insad faptului cd ea contine un termen exponential repetat, existd
riscul aparitiei unor instabilitati in timpul calculului de optimizare. De aceea s-a recurs la o
alta varianta de simplificare, ce a fost utilizatd si de Kosugi si Suzuki, considerand timpul
tm In care conversia ajunge la jumatate din valoarea de echilibru, adica:

t=ty, pentru X=X./2 ;

Inlocuind in ecuatia (5.12) rezulta:

X, -m{s-(u%&}(c}
° =k, -t (5.15)

2B0_Xe(A0+BO) b

Din aceasta relatie se poate calcula constanta de viteza k;, daca se cunosc valorile
parametrilor X, si tp,, cat §i concentratiile initiale ale reactantilor.
Impartind relatia (5.11) la (5.15) rezulta:

X, -X

X, + 1—(1+ﬂlxc X,
t 5o

= (5.16)

3—(1+ﬁjxe
BO

Exprimand si de acesta data pe X = f(t), vom avea:
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t

Tt
X, - 1—{3—[1+ﬁJX,}
BO

X = l (5.17)
1+[1—(1+5—°]xc}-{3—(1+ﬁ}xc} "
BO B0

care este de data aceasta o functie putere, avand drept parametri pe X. si ty,. Acestia nu se
pot calcula direct, insa se pot determina prin optimizare cu ajutorul unui program de calcul
prin metoda Simplex. Acest program a fost elaborat in laboratorul nostru, este scris in
limbaj Pascal si a fost denumit ATHANOR. Relatia (5.17) modeleaza procesul, permitand
calculul constantelor cinetice k; s1 k.; si a constantei de echilibru, pe baza valorilor
optimizate ale parametrilor X st tp,.

5.2. Validarea modelului pentru reactii de esterificare si transesterificare
catalizate de lipaza pancreatica

In continuare s-a incercat utilizarea §i validarea acestui model pentru mai multe
tipuri de reactii catalizate de lipaza pancreaticd, reactii care vor fi studiate in capitolele
urmatoare ale acestei lucrdri. Rezultatele acestor experimente vor fi prezentate in
continuare.

5.2.1. Reactia de esterificare a acidului hexanoic cu 1-pentanolul

Pentru exemplificarea acestui tip de reactie s-a mers pe o varianta in care viteza
reactiei sd nu fie foarte mare, pentru a permite mai bine urmdrirea ei in timp. Aceastd
urmdrire s-a efectuat timp de 6 ore, prin analiza gaz-cromatografica. Lipaza folosita a fost
preparat pancreatic brut obtinut in laborator.

Evolutia in timp a reactiei de esterificare dintre acid hexanoic si 1-pentanol se poate
urmari in figura 5.1 si se observa ci are forma unei curbe de saturatie. Aceasta curbi s-a
construit pe baza datelor din tabelul 5.1.

Tabelul 5.1. Esterificarea acidului hexanoic (0,12 M) cu 1-pentanol (0,10 M) in n-hexan,
la 37°C, in prezenta lipazei pancreatice (5,07 g/1)

Conversie acid hexanoic Timp de reactie
(minute)
0,045 15
0,080 30
0,127 45
0,172 60
0,262 90
0,375 120
0,486 180
0,612 240
0,776 510
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BUPT
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cu ecuatia hiperbolica

0.8 ~— e

cu ecuatia parametrica
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Figura 5.1. Modelarea cinetici a reactiei de esterificare a acidului hexanoic
cu 1-pentanol, catalizata de lipaza pancreatica

Pentru a obtine valorile initiale ale parametrilor X, §i t, care sd serveascd drept
valori initiale pentru optimizarea conform ecuatiei (5.17) se poate utiliza un alt model, mai
simplu, care a fost propus de asemenea de Kosugi si Suzuki [97]. Se poate observa ca
punctele experimentale din figura 5.1 se ageaza pe o hiperbold rectangulara. O asemenea
hiperbola poate fi usor liniarizata, daca reprezentam inversa conversiei (pe care 0 notam cu
1/X) in functie de inversa timpului (1/t), obtindndu-se cu aproximare bund o dreaptd, asa
cum se poate vedea din figura 5.2.

Daca notdm coordonatele punctelor de intersectie ale acestei drepte cu axa Ox
(-1/a,0) si cu axa Oy (0, 1/b), ecuatia dreptei din figura 5.2 se va putea scrie astfel:

= | —
+

(5.18)

o | -

1
X

O | =|ot] =

unde b reprezintd conversia reactantului limitativ la timpul t. Ecuatia (5.19) poate fi
rearanjata in forma:

a+t
x=_2_ (5.20)
a
—+1
t
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Din relatia (5.20) rezulta ca valoarea lui X tinde spre b daca t tinde spre infinit,
asadar b reprezinta de fapt conversia finala sau cea de echilibru.
Ecuatia (5.19) poate fi scrisa si in forma:

_X-a
b-X

t (5.21)

ceea ce ne permite observatia ca: t = a, pentru X = b/2, adica a reprezinta de fapt timpul
necesar pentru ca sa se atingd o valoare a conversiei egala cu jumaitate din cea finala.
Asadar parametrii a §i b din ecuatia (5.19) au de fapt aceeasi semnificatie ca si parametrii
tm 51 Xe din ecuatia (5.17).

-1

(Conversie)

0 T T T T T T T 1
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08

(Timp)

Figura 5.2. Estimarea parametrilor X, i tm, pe baza ecuatiei hiperbolei brute
liniarizate

Relatia (5.19) reprezintd ecuatia unei hiperbole rectangulare cu parametrii b si a,
adica X, si tp. Acesti parametri pot fi determinati pe baza datelor experimentale (valorile
conversiei in timp) prin simpla liniarizare, aga cum s-a ardtat, insd aceasta determinare
poate avea erori destul de mari (de exemplu, in cazul ales de noi se obtin valorile X, = 2,92
si tn, = 976 min). Din aceastad cauza am ales varianta optimizarii ecuatiei hiperbolice ce
descrie evolutia reactiei, cu ajutorul unui program de calcul ce foloseste metoda Simplex
(ATHANOR). Aceastd optimizare se face in asa fel incat ecuatia hiperbolica obtinuta, de
forma (5.19), s aibd o corelare cit mai buni cu punctele experimentale. In figura 5.1,
curba punctatd trasatd cu ajutorul calculatorului reprezinta ecuatia hiperbolicd optimizata,
iar punctele figurate sunt cele experimentale. In acest caz, parametrii Xe si tm determinati
in urma optimizarii au urmatoarele valori:

Xe =1,32
tm = 329 min
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Coeficientul de corelare neliniard dintre ecuatia hiperbolicdi si punctele
experimentale este 0,993. Se observd ca valoarea obtinutd pentru conversia de echilibru
este mai mare decit 1, ceea ce este explicabil in conditiile in care aceasti valoare nu are de
fapt semnificatie fizica de conversie §i nu s-au colectat suficiente date experimentale pentru
partea aplatizatd a curbei cinetice, in apropierea echilibrului. Valoarea vitezei initiale,
obtinuta din derivata in origine a ecuatiei hiperbolice, este:

v; = 0,040 min™’

Aceste valori obtinute prin optimizarea hiperbolei au fost utilizate ca date initiale
pentru modelarea cu ajutorul ecuatiei (5.17). Celelalte date initiale pentru aceastd modelare
au fost:

- concentratia inifiala a reactantului limitativ (in cazul nostru alcoolul): 0,100 moli/l

- concentratia inifiala a celuilalt reactant (acidul): 0,120 moli/I

Valorile parametrilor cinetici ob{inufi in urma optimizarii au fost urmatoarele:

- conversia la echilibru: X, =1,09 0,07

- timpul necesar atingerii unei conversii de 50 % fatéd de cea de echilibru

tm =236 £ 15 min.

- constanta de viteza a reactiei de esterificare: k; = 0,039 moliImin™*

- viteza initiala a reactiei de esterificare: v; = 0,046 min™
Coeficientul de corelare neliniard dintre ecuatia parametrica §i punctele experimentale este
0,970.

In acest caz se observa ci potrivit modelului reactia are loc practic pani la o
conversie totala, deci nu vom putea calcula o constantd de echilibru. De asemenea, se
observa cd valoarea de calcul obfinutd pentru conversia de echilibru trece putin peste
100 %, ceea ce este in limitele erorilor inerente ale modelului §i este explicabila tinand cont
de faptul ca ea corespunde de fapt conversiei la timp infinit §i cd nu a fost impusa nici o
limitare matematica a valorii superioare a acestui parametru. Se mai poate remarca faptul
cd in cazul optimizirii cu ecuafia (5.17) se obtin si valorile unor parametri cinetici
caracteristici procesului. Curba cinetica aferenta ecuatiei (5.17) a fost de asemenea trasata
in figura 5.1 (cu linie continua).

5.2.2. Reactia de transesterificare a tributiratului de glicerina cu 1-pentanol

Pentru aceastd reactie s-a utilizat lipaza Il (precipitatd cu acetond din solutie
tampon de pH 9) si raport echimolar al reactantilor, conditii in care produsii formati sunt
dibutiratul de glicerini si butiratul de n-pentil (un ester aromatizant). Reactia s-a efectuat la
37°C, in n-hexan. Urmdrirea reactiei s-a facut prin cromatografie gaz-lichid, timp de 8 ore,
pana in apropierea echilibrului.

Valorile conversiei, determinate experimental, sunt prezentate in tabelul 5.2 iar
curba cineticad este redatd in figura 5.3, cu mentiunea ci punctele din figurd sunt cele
experimentale, iar curba reprezintd modelul cinetic conform ecuatiei (5.17).

Valorile paramerilor cinetici obtinuti in urma modelarii sunt:

- conversia la echilibru: X, =0,611 + 0,011
- timpul necesar atingerii unei conversii de 50 % fata de cea de echilibru:
tm = 40,34 + 2,03 min.
- constanta de vitezi a reactiei de esterificare: k; = 0,051 moli!I'min’!
- constanta de viteza a reactiei inverse: k.; = 0,0206 moli*I'min™!
- constanta de echilibru: K =247
- viteza initiala: v; = 0,0112 min’!
Coeficientul de corelare neliniara dintre datele exprimentale si ecuatia (5.17) a fost 0,996.
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Tabelul 5.2. Transesterificarea tributiratului de glicerina (0,22 moli/l) cu 1-pentanol

(0,22 moli/l) la 37°C, in mediu de n-hexan, in prezenta lipazei pancreatice.

Conversie 1-pentanol Timp de reactie,
minute
0,077 10
0,173 20
0,236 30
0,314 45
0,409 60
0,500 90
0,518 120
0,568 180
0,605 300
0,608 480
0.7
0.6 1 "
R ]
8 os] .
&
o
0.4 y
0.3 1
0.2-
0.1-
0.0 . - | T y | - T 5
0 100 200 300 400 500 600

Timpul, minute

Figura 5.3. Modelarea cinetici a reactiei de transesterificare a tributiratului de
glicerina cu 1-pentanol, catalizata de lipaza pancreatica

5.2.3. Reactia de esterificare a acidului oleic cu glicerina

In acest caz cinetica procesului este mai complicati, deoarece, daci tinem cont de
specificitatea de pozitie a lipazei pancreatice, vom avea doud reactii consecutive
concurente, de formare a monooleatului si a dioleatului de glicerind. In aceasta situatie,
singura posibilitate pentru a folosi acest model cinetic este sa considerdm o reactie globala,

tindnd cont doar de legaturile esterice care se formeaza:
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CH;-(CH;);-CH=CH-(CH,);-COOH + R-OH —‘_)( CHj3-(CH,),-CH=CH-(CH,);-COOR + H,0O

unde R este fie rest de glicerina, fie rest de monoglicerida

In acest caz se va lua in calcul ca valoare initiala pentru parametrul By concentratia
de legaturi hidroxil esterificabile, care in cazul nostru este egald cu de doua ori concentratia
glicerinei.

Reactia de esterificare s-a facut cu un exces de 9 moli glicerina la un mol acid oleic.
Concentratia initiala de apa in sistem a fost de 15,4 % (in volume), respectiv 8,58 molv/]l,
iar raportul molar initial apéd/acid oleic a fost 9,87/1. Urmairirea reactiei s-a facut prin
determinarea acidului oleic nereactionat prin titrare potenfiometrica.

Concentratia de enzima in sistemul de reactie a fost 16,1 g/l. Lipaza pancreatica
utilizati a fost de la firma ICN Pharmaceuticals. Valorile experimentale ale conversiei sunt
prezentate in tabelul 5.3.

Tabelul 5.3. Variatia conversiei de acid oleic in timp, pentru reactia de esterificare cu
glicerina 1n prezenta lipazei pancreatice.

Conversie acid oleic Timp
% h
0,065
0,125
0,204
0,295
0,352
0,367
0,413
0,470
0,495
0,602
0,631
0,636 250

OO I[N |WIN]—

—
O | =
E-S =)

Datele initiale pentru calculul cinetic sunt:
- concentratia initiala de acid oleic:
Ao = 0,867 moli/l
- concentratia initiala de legaturi hidroxil esterificabile:
By = 16,05 moli/l
Reprezentarea graficd a conversiei in timp este data in figura 5.4. (pané la 100 de
ore de reactie), unde punctele de pe grafic sunt cele experimentale, iar curba trasatd este cea
calculati cu ajutorul ecuatiei (5.17).
Rezultatele obtinute din calculul cinetic sunt urmatoarele:
- conversia de echilibru X, = 0,605 + 0,011
- timpul necesar atingerii a 50 % din valoarea conversiei de echilibru: t, = 4,94 + 0,24 ore
- coeficientul de corelare neliniara: 0,993
- constanta de echilibru: K = 0,052
- constanta de vitezi a reactiei de esterificare: k; = 0,00481 I‘mol-h!
- constanta de viteza a reactiei inverse: k.; = 0,0773 moli"I'h’
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Figura 5.4. Modelarea reactiei de esterificare a acidului oleic cu glicerina, in prezenta
lipazei pancreatice.

Viteza initiald de reactie, rezultatd din derivata de ordinul 1 a ecuatiei (5.17) in
punctul t = 0, are valoarea:

v;=0,0773 h’

Se poate observa o corelare bund a datelor experimentale cu modelul teoretic.
Valoarea micé a constantei de echilibru se datoreste excesului mare de glicerina si faptului
ca in calculul acestei valori nu s-a tinut cont de concentratia initiald de apa din sistem ci
numai de apa rezultatd in reactie. Datoritd faptului ca parametrii cinetici obtinuti reprezinta
de fapt valori medii pentru cele doud reactii consecutive, ei trebuie luati in considerare ca
marimi aparente. Viteza initiald aparenti va putea fi considerata egala cu cea reald, pentru
cd existd o probabilitate mare ca la inceputul reactiei sd se formeze numai monoester.

5.2.4. Reactia de acilare a 1,3-butandiolului cu acetat de n-butil

Si aceastd reactie este o transesterificare, in care insd se obtine practic numai
monoesterul datorita faptului cd lipaza manifestd regioselectivitate fatd de gruparea
hidroxil primari a diolului, asa cum se va arata mai departe. Aceasta reactie s-a efectuat
utilizind un exces de acetat de n-butil (raport molar 7/1), care a indeplinit si rolul de mediu
de reactie. Enzima folosita a fost lipaza pancreatica bruta obtinuta in laborator.

Valorile conversiei 1,3-butandiolului in timp, determinate prin analizi
gaz-cromatograficd, sunt prezentate in tabelul 5.4, iar rezultatele modelarii in figura 5.5.
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Tabelul 5.4. Acetilarea 1,3-butandiolului (0,99 moli/l) cu acetat de n-butil (7,1 moli/l)
la 37°C, in prezenta lipazei pancreatice.

Conversie 1,3-butandiol Timp de reactie,

ore

0,272 1

0,383 2

0,525 3

0,574 4

0,676 5

0,702 6

0,765 8

0,885 24

0,889 48
1.0+
%z 0.81

8
0.6+
0.4
0.2
00 T 1 T ] T 1 T | ! | v 1
0 10 20 30 40 50 60
Timpul, ore

Figura 5.5. Modelarea reactiei de acilare a 1,3-butandiolului cu acetat de n-butil, in
prezenta lipazei pancreatice.

Valorile parametrilor cinetici rezultati din aceastd modelare sunt:
- conversia la echilibru: X, = 0,88 + 0,02
- timpul necesar atingerii unei conversii de 50 % fata de cea de echilibru:
tm = 2,41 £ 0,14 ore.
- constanta de viteza a reactiei de esterificare: k) = 0,0355 moliI'h!
- constanta de viteza a reactiei inverse: k., = 0,0354 moli™I'h’!
- constanta de echilibru: K = 1,00
- viteza initiala: v;= 0,252 h!
Coeficientul de corelare neliniara a fost 0,993.
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5.3. Concluzii

Pornindu-se de la ecuatia cinetica a reactiilor reversibile de ordinul II s-a reusit
elaborarea unui model cinetic al reactiilor de esterificare si transesterificare in medii
bifazice api-solvent organic sau organice cu contfinut redus de apa. Acest model permite
calcularea unor parametri cinetici: constanta de vitezd a reactiei directe §i inverse,
constanta de echilibru, viteza initiald de reactie, pe baza cunoasterii valorilor a doi
parametri: conversia de echilibru si timpul necesar atingerii a 50 % din conversia de
echilibru.

Valorile acestor parametri rezultd pe baza unui calcul de optimizare a ecuatiei
parametrice cu datele experimentale. Pentru acest calcul a fost elaborat un program original
denumit ATHANOR, care utilizeazé pentru optimizare metoda Simplex.

Modelul a fost verificat pentru mai multe tipuri de reactii catalizate de lipaze, care
vor f1 studiate in celelalte capitole ale acestei teze. S-au obtinut in toate cazurile coreliri
foarte bune Intre model si punctele experimentale. In cazul reactiilor in care unul dintre
substraturi este un poliol, trebuie facutd precizarea ci modelul, intrucat se bazeazi pe
valorile conversiei globale a substratului limitativ, nu poate face diferentd intre
reactivitatea diferitelor grupdri hidroxilice si se obtin parametri cinetici aparenti,
corespunzitori reactiei globale.

Veridicitatea modelului este cu atdt mai bund cu cdt numirul punctelor
experimentale este mai mare §i necesitd urmarirea reactiei pind la valori cat mai apropiate
de echilibru. Aceasta reprezintd un dezavantaj In cazul unor reactii a ciror viteza este mai
mici i atingerea echilibrului necesita sute de ore.
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6. Influenta parametrilor de reactie asupra activititii de

esterificare a lipazei pancreatice in mediu de solvent organic
[304-306]

Asa cum s-a aratat anterior, lipaza i5i pastreazd activitatea catalitici in solventi
organici, ceea ce permite realizarea unor reactii de esterificare ce nu pot avea loc cu
randamente mari In mediu apos din cauza deplasirii echilibrului spre hidrolizi. Evident ca
aceste reactii sunt influentate de o serie de parametri cum ar fi: provenienta si concentratia
enzimei, temperatura, concentratia inifiald a substratului, concentratia initiald a apei in
sistem, natura solventului organic utilizat, ca §i, asa cum s-a demonstrat, de conditiile in
care a fost obtinutd enzima. Pentru a putea studia influenta acestor parametri asupra
activitdtii catalitice a lipazei pancreatice in reactii de esterificare in solventi organici este
necesarda alegerea unei caracteristici care sa permitd aprecierea cantitativi a acesteia.
Utilizarea in acest scop a activititii, aga cum a fost ea definita in capitolul 4.1, nu este cea
mai indicatd, deoarece ea nu reprezintd de fapt decit o misura a vitezei reactiei enzimatice
la un moment dat (in cazul nostru dupd 30 de minute de la startul reactiei), iar vitezele
acestor reactii se modificd in timp, dupd cum s-a vizut din datele de literatura prezentate.
Din acest motiv am ales ca marime caracteristicd pentru evaluarea comparativa a reactiilor
efectuate In diverse conditii viteza initiala de reactie.

Viteza unei reactii enzimatice este datd de variatia concentratiei de substrat
transformat sau produs obtinut in raport cu timpul. Viteza inifiald reprezintd expresia
acestei viteze in momentul zero al reactiei i poate fi determinata cel mai simplu ducand
tangenta in origine la curba ce descrie variatia respectivd. Aceasta metodd este uneori mai
de incredere decit ne-am astepta, insd totusi se recomanda utilizarea ei doar in cazul
inexistentei unor alternative mai precise. Din fericire, in cazul majorititii reactiilor
enzimatice curba cinetici ce corespunde la o destul de mare diversitate de mecanisme are
expresia matematicd de tipul ecuatiei Michaelis-Menten, iar forma graficd a variatiei
concentratiei de substrat transformat este de tipul unei hiperbole rectangulare, desi sunt
posibile si o serie de alte tipuri de curbe in functie de cinetica procesului respectiv.
Metodele moderne de calcul si programele de calculator performante existente la aceasti
ord permit corelari foarte precise ale datelor experimentale cu modelul matematic ales,
indiferent care ar fi acesta.

Modul de lucru general. Intr-un reactor de sticld cu capacitatea de de 50 ml,
prevazut cu manta de termostatare §i posibilitate de agitare magneticd, s-au introdus céte 10
ml de solutii ale celor 2 reactanti (acidul carboxilic si alcoolul) In solventul organic, la o
anumitd concentratie stabilitd. S-a pornit agitarea §i s-a termostatat la temperatura de
reactie. S-a cantirit enzima si s-a introdus in amestecul de reactie, considerandu-se acesta
ca momentul zero al rectiei. Amestecul de reactie a fost mentinut sub agitare timp de
cateva ore, ludndu-se probe de aproximativ 0,5 ml la intervale de timp determinate. Aceste
probe au fost filtrate imediat pentru a stopa reactia prin indepartarea enzimei, apoi au fost
analizate prin cromatografie gaz-lichid. Cu ajutorul dreptelor corespunzitoare de
standardizare s-au calculat cantitdtile de alcool, respectiv ester aflate in amestecul de
reactie. Raportindu-se la volumul initial de substrat s-au determinat concentratiile in ester,
care au servit drept date initiale pentru calcularea vitezelor initiale de reactie.

Reactivii utilizati in aceste studii au fost de puritate analitici si anume: acid butiric, acid
octanoic, acid undecanoic, acid oleic, 1-hexanol, 1-heptanol, n-decan, 1,4-dioxan si
n-hexan achizitionate de la Merck, 1-pentanol, 1-octanol, izooctan si ciclohexan de la
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Fluka, acid pelargonic, acid palmitic, acid stearic si izobutanol de la Riedel de Haen
(Germania), acid hexanoic de la Loba Feinnchemie (Austria), 1-butanol, acetona, toluen si
tetraclorura de carbon de la Chimopar Bucuresti. Ei au fost folositi ca atare, fara purificari
suplimentare, cu exceptia solventilor organici utilizati drept medii de reactie, care au fost
anhidrificati conform metodelor indicate in literatura de specialitate [303] si apoi au fost
pastrati pe site moleculare.

Lipaza pancreatica folosita drept catalizator a fost fie de provenientd comerciala (de la
firma Fluka din Elvetia), fie a fost obtinuta in laborator si utilizata sub forma bruta (pudra
acetonica pancreatica) sau purificatd prin precipitare cu acetona din solutii cu pH controlat.
Aceastd alegere a enzimei a fost influentatd de faptul ca in unele cazuri nu s-a urmarit
folosirea unui preparat foarte activ pentru a putea urmari mai bine evolutia in timp a
procesului.

Calculul vitezelor initiale. Reactiile de esterificare catalizate de lipazd in mediu de
solventi organici pot fi incadrate in categoria reactiilor a caror evolutie in timp respecti o
cineticd formala de tip Michaelis-Menten, asa cum se poate observa din datele tabelului 6.1
si din figura 6.1, care redau evolutia in timp a reactiei de esterificare dintre acidul butiric §i
1-pentanol, la 37°C, catalizata de lipaza pancreatica purificatd prin precipitare cu acetoni la
pH 8. Pentru reprezentarea grafica s-a ales utilizarea concentratiei esterului, pentru a avea o
curba ascendenta.

Tabelul 6.1. Variatia concentratiilor in timp pentru esterificarea acidului butiric (0,149 M)
cu l-pentanol (0,149 M, 13,12 g/) catalizata de lipaza pancreatica purificata
prin precipitare cu acetond (6,66 g/mol substrat), in mediu de izooctan.

Timp de reactie | Concentratia alcoolului Concentratia esterului
(min.) (g/1) (moli/l)
15 11,05 0,023
30 9,20 0,044
45 5,65 0,085
60 3,04 0,114
75 1,95 0,127
90 1,49 0,132
120 1,32 0,134

Calculul vitezei initiale se poate face pe baza modelului care a fost prezentat in
capitolul 5.1, utilizind prima derivata a functiei parametrice (5.17). Acest lucru insi
necesitd urmdrirea reactiei un timp destul de indelungat pentru a avea mai multe valori
situate in apropierea conversiei de echilibru. Din acest motiv, in situatiile in care nu ne
intereseazi valorile constantelor cinetice ci numai vitezele inifiale, este mai practic si se
foloseascd modelul hiperbolic, care a fost de asemenea prezentat in capitolul 5.2.1. S-a
demonstrat pe exemplul respectiv ca acest model da valori apropiate (putin mai mici) ale
vitezei initiale comparativ cu cele obtinute din valoarea primei derivate in punctul t = 0 a
ecuatiei parametrice.
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Figura 6.1. Determinarea vitezel initiale de reactie la esterificarea acidului butiric cu
1-pentanolul In cataliza enzimatica, pe baza modelului hiperbolic

Se poate remarca faptul cd punctele experimentale se coreleazi destul de bine cu
modelul hiperbolic. Pe baza acestui model, viteza initiala de reactie va fi egala cu derivata
ecuatiei hiperbolice in punctul t = 0, adici cu raportul celor doi parametri ai hiperbolei. In
cazul nostru v; = 2,59-10’3 moli-I"!-min’".

O alta posibilitate de calcul a vitezei initiale, mai ales daci reactia este lenta si nu se
ajunge 1n zona de saturare caracteristicd modelului hiperbolic, este bazatd pe observatia ca
in prima fazi a reactiei cresterea concentatiei in timp este aproximativ liniard. Asadar se
poate calcula viteza inifiala prin corelarea liniara a acestor valori, cu mentiunea cd valorile
astfel obtinute vor fi ceva mai mici decat cele rezultate conform modelului hiperbolic.in
cazul prezentat, prin corelarea liniard a primelor 5 valori ale concentratiei de ester din
tabulul 6.1 rezulti o valoare vitezei initiale de v; = 1,85-10° moli-1"-min™. in determinarile
urmatoare s-a cautat sa se utilizeze modelul hiperbolic de calcul a vitezei initiale, cu unele
exceptii care vor fi mentionate.

Analiza cromatografica. Etalonarea concentratiilor de 1-butanol, i-butanol, 1-hexanol,
1-heptanol si 1-octanol, in vederea determinarii cantitative prin cromatografie gaz-lichid
s-a efectuat In modul descris in capitolul 4.3.4.2.1 pentru 1-pentanol. Ca standard intern s-a
folosit n-decanul. Parametrii dreptelor corespunzitoare, rezultate din etalonare, sunt
prezentate in tabelul 6.2.
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Tabelul 6.2. Parametri de corelare liniard pentru calculul cantitativ al concentratiei
unor alcooli monohidroxilici prin cromatografie gaz-lichid

Denumirea alcoolului Parametri de corelare liniara pentru calculul concentratiei
Ordonata la origine Panta dreptei
1-butanol 0,196 0,771
i-butanol 0,036 0,690
1-hexanol 0,062 0,605
1-heptanol 0,230 1,215
1-octanol 0,064 0,751

Aceste valori au fost utilizate pentru calculul concentratiilor de alcool si ester din sistemele
de reactie respective.

6.1. Dependenta vitezei initiale de concentratia de enzima

Acest studiu s-a efectuat folosind lipaza pancreaticd provenitd de la firma Fluka
avand activitatea, determinatd in laboratorul nostru, de 0,53 unitdti/mg. Determinarile au
fost efectuate pentru reactia de esterificare a acidului butiric cu n-heptanolul, pornindu-se
de la concentratii echimolare ale reactantilor (0,149 moli/l) in n-hexan. Temperatura de
reactie a fost 37°C, iar concentratia enzimei in sistem a fost cuprinsa in intervalul 5-10 g/1.
Reactiile au fost urmdrite timp de 3 ore. S-au determinat concentratiile de ester si
conversiile in ester pentru fiecare proba (tabelul 6.3).

Tabelul 6.3. Esterificarea acidului butiric (0,149 moli/l) cu n-heptanol (0,149 moli/l)
in n-hexan, la diferite concentratii initiale de lipaza pancreatica

Nr. Conc. lipazei Timp | Conc. ester | Conversie
sint. g/l Unit./l | min. g/l in ester
1. - - 180 - -
15 0,698 0,025
30 1,317 0,048
2. 4,97 12630 60 2,974 0,108
90 3,723 0,136
120 4,311 0,157
180 6,764 0,247
15 0,716 0,026
30 1,396 0,051
3. 7,36 3900 60 3,418 0,125
120 7,314 0,267
180 9,263 0,338
15 1,386 0,050
30 2,361 0,086
4. 110,07 5340 60 3,787 0,138
90 6,325 0,230
120 8,463 0,309
180 10,634 0,384
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S-a fécut i o reactie in aceleasi conditii, dar fara a introduce enzima, conditii in care
nu s-a obtinut ester in intervalul de timp mentionat.

Reprezentarea grafici a concentratiilor de ester in functie de timp la diferite
concentratii initiale de lipazd este datd in figura 6.2, unde punctele reprezintd datele
experimentale, iar curbele modelul hiperbolic.

= 2630 U lipaza /1

~ 1217 * 3900 U lipazi /1
& A 5340 U lipaza /|
5 104
= ®
2 a
2 8
8 °
g ] -
£ 6.
3
o 4
o
Q 4 | ]
1 =
2
o v L) v 1 v ] v 1
0 50 100 150 200

Timpul (min.)

Figura 6.2. Graficul variatiei concentratiei esterului in functie de timp pentru esterificarea
acidului butiric cu n-heptanol la diferite concentratii initiale de lipaza
pancreatica

S-au calculat, pe baza parametrilor rezultati din corelarea hiperbolica facutd pe
calculator (cu programul Origin 3.1), vitezele initiale de reactie, exprimate g-I"-min”, apoi
transformate in moli-t"-h”, care sunt prezentate in tabelul 6.4, alituri de parametrii
hiperbolelor ce au rezultat in urma corelarii.

Tabelul 6.4. Vitezele initiale de reactie pentru esterificarea acidului butiric (0,149 moli/l)
cu n-heptanol (0,149 moli/l) in n-hexan, in functie de concentratia lipazei

pancreatice.
Nr. | Conc. lipazd | Parametrii hiperbolei Viteza initiald
sint. g/l P, P, g I"min’ | molil"h"
1. 0 - - 0,0 0,0
2. 4,97 29,21 617,48 0,0473 0,0114
3. 7,97 57,44 906,11 0,0634 0,0190
4. 10,07 40,76 496,59 0,0821 0,0246

Reprezentarea grafica a vitezei initiale de reactie in functie de concentratia enzimei
(exprimata in unitati/l) este, in domeniul studiat, o dreaptd cu caracteristicile date in figura

6.3.
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Figura 6.3. Dependenta vitezei initiale de esterificare de concentratia lipazei

Se poate deci afirma cd, in limitele studiate, viteza initiala a esterificarii, deci
activitatea de esterificare a lipazei, creste liniar cu cantitatea de enzima in limitele care ne
intereseaza, asadar nu putem vorbi despre o saturare a substratului cu enzima. Rezulta de
asemenea cd pentru celelalte studii, pentru a avea rezultate veridice, trebuie luate in lucru
concentratii identice de lipaza raportate la substrat, pentru a evita corectarea rezultatelor
tindnd cont de influenta concentratiei enzimei conform figurii 6.3.

6.2. Influenta naturii si polarititii solventului organic

Este de asteptat ca natura §i polaritatea solventului organic si influenteze de
asemenea reactiile de esterificare catalizate de lipazd in solventi organici. Polaritatea
solventilor organici poate fi exprimati cantitativ prin intermediul parametrului de
solubilitate Hildebrand [307], care caracterizeaza fortele intermoleculare st ale carui valori
ridicate corespund unei polarititi mai mari a solventului.

Determindrile experimentale pentru acest studiu s-au ficut de asemenea pentru
reactia dintre acid butiric §i n-heptanol, luati in concentratii initiale echimolare (0,149
moli/l). In toate determindrile s-au utilizat aceleasi concentratii de enzima (45 g/mol acid),
iar temperatura de reactie a fost 37°C. Lipaza utilizata a fost de la firma Fluka.

Desfasurarea reactiei a fost urmaritd timp de 120-360 de minute, tot prin
cromatografie gaz-lichid, prin determinarea cantitatii de ester formate la diferite intervale
de timp. Pentru etalonare s-a folosit butirat de n-heptil obtinut in laborator si purificat prin
distilare in vid. Solventii organici utilizati au fost anhidrificati §i mentinufi pe site
moleculare. Continutul in apa al reactantilor si lipazei s-a determinat prin metoda Karl
Fischer si a fost : acid butiric: 1,1 %, heptanol: 0,3 % si lipaza: 7 %. In consecinta,
continutul initial de api al sistemului a fost foarte mic (0,07 %). Rezultatele determinarilor
sunt prezentate in tabelul 6.5.
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Tabelul 6.5. Esterificarea acidului butiric (0,149 moli/l) cu n-heptanol (0,149 moli/l)
in diversi solventi organici, in prezenta lipazei pancreatice (45 g/mol acid)

Nr. | Solvent organic | Timp | Conc. ester Conversie
sint. min. g/l in ester
1. | Acetoni 180 0,0 0,0

30 0,171 0,006

2. | 1,4-Dioxan 90 0,334 0,012
180 0,723 0,026

240 1,005 0,037

15 0,385 0,014

30 0,692 0,025

60 1,466 0,053

3. | Toluen 90 2,083 0,076
120 2,592 0,094

180 3,985 0,145

240 4,522 0,165

15 0,893 0,032

30 1,172 0,043

4. | Tetracloruri de 60 1,594 0,058
carbon 90 2,372 0,086
120 3,764 0,137

180 4,432 0,161

240 5,218 0,189

15 1,018 0,037

30 1,763 0,064

60 2,513 0,092

5. | Ciclohexan 90 4,168 0,152
120 5,692 0,208

180 6,551 0,239

240 8,675 0,316

15 0,716 0,026

30 1,396 0,051

6. | n-Hexan 60 3,418 0,125
120 7,314 0,267

180 9,263 0,338

240 10,952 0,399

30 1,627 0,059

60 3,799 0,138

7. | Izooctan 90 4,996 0,180
180 7,680 0,280

240 10,468 0,382

In figurile 6.4 si 6.5 sunt date reprezentirile grafice ale valorilor concentratiilor de
ester obtinute experimental gi curbele de corelare hiperbolice corespunzitoare.
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Figura 6.4. Graficul variatiei concentratiei de ester in functie de timp pentru esterificarea
acidului butiric (0,149 moli/1) cu n-heptanol (0,149 moli/l), catalizata de lipaza
pancreatica (1,0 g/mol substrat) in mediu de solventi organici (a).
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Figura 6.5. Graficul vaniatiei concentratiei de ester in functie de timp pentru esterificarea
acidului butiric (0,149 moli/l) cu n-heptanol (0,149 moli/l), catalizata de lipaza
pancreatica (1,0 g/mol substrat) in mediu de solventi organici (b).
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Si in acest caz au fost calculate vitezele de reactie, care au fost exprimate de data
aceasta in moli-l"*h"-g(lipaza)™, pentru a se raporta si la cantitatea de enzima folosita.
Vitezele initiale de reactie obtinute pentru solventii testati, in conditiile date, sunt
prezentate in tabelul 6.6 si in figura 6.6.

Tabelul 6.6. Dependenta vitezei initiale de reactie de natura solventului pentru
esterificarea acidului butiric cu 1- heptanolul, catalizata de lipaza

Parametru de Parametrii Viteza initiala
Nr. Solvent organic | solubilitate & hiperbolei
sint. [(cal/ cm3)°’5 ] P, P, g I | mol-17-n"
[307] -min" | -g(lipaza)’
1. Acetona 10,0 - - 0,0 0,0
2. 1,4-Dioxan 10,0 2,14 | 396,53 | 0,0054 0,009
3. Toluen 8,9 10,71 | 363,80 | 0,0294 0,058
4. CCly 8,6 12,63 | 333,98 | 0,0378 0,072
5. Ciclohexan 8,2 22,89 | 406,86 | 0,0563 0,105
6. n-Hexan 7,3 34,62 | 493,35 | 0,0702 0,161
7. Izooctan 6,9 29,32 | 455,54 | 0,0644 0,135
0.175
. H n-Hexan
0.1504
—')@ ' m lzooctan
N 0.1257
= ]
%‘D 0.1004 m Ciclohexan
=
Eﬁ 0.075+ m Tetraclorurd de carbon
plov]
S ] m Toluen
k= 0.0504
m -
N
2 0.0254
> ] 1,4-Dioxan
0.0004+—————— . T g Acetona

65 70 75 80 85 90 95 100 105

8, (cal/em®)™?
Figura 6.6. Influenta naturii solventului organic asupra vitezei initiale de esterificare

Se observa ci reactia nu are loc sau are loc cu viteza foarte micéd in solventi mai
polari §i miscibili cu apa. Nu s-au putut incerca drept mediu de reactie alti solventi
miscibili cu apa ca alcoolii inferiori, deoarece ar fi reprezentat un substrat concurent pentru
reactie. Tindnd cont de faptul ci in sistem este prezentd doar o cantitate foarte mica de apa,
care Insi este necesara pentru mentinerea conformatiei catalitic active a enzimeli, se poate
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presupune ca acesti solventi realizeaza o deshidratare a enzimei, care in acest fel isi pierde
activitatea catalitica. Este posibil ca in conditiile adaugarii unei anumite cantitati de apa in
sistem, reactia sa aiba loc si in acesti solventi.

Activitdtile catalitice cele mai mari s-au .observat in cazul utilizarii unor solventi
nepolari §i nemiscibili cu apa: n-hexan si izooctan. Desi valoarea cea mai scdzuta a
parametrului de solubilitate o are izooctanul, cea mai mare vitezid de esterificare s-a
observat in cazul utilizarii n-hexanului drept mediu de reactie. Explicatia poate fi legatd de
caracterul ramificat al moleculei izooctanului. Se pare ca reactia este favorizata de solventii
constituiti din molecule cu catene liniare, ceea ce explica i diferenta de activitate care s-a
constatat intre mediul de n-hexan si cel de ciclohexan.

Alegerea celui mai potrivit mediu de reactie trebuie ficutd tindnd cont si de alte
considerente, cum ar fi temperatura de fierbere a solventului sau solubilititile materiilor
prime si ale produsilor de reactie.

6.3. Influenta cantititii initiale de apa din sistemul de reactie

Datele de literaturd privind rolul apei in reactiile catalizate de enzime in solventi
organici sunt destul de contradictorii, Insd se pare ca existd un consens asupra faptului ca
este necesara o cantitate minima de apa pentru mentinerea conformatiei catalitic active.

Rolul apei in reactiile de esterificare catalizate de lipaze este dublu: pe de o parte ca
solvent pentru enzima contribuie la realizarea acestei conformatii active, iar pe de alta parte
fiind produs al reactiei poate influenta nefavorabil echilibrul acesteia. Necesitatea elucidarii
rolului apei a determinat efectuarea unui studiu al influentei concentratiei initiale a apei din
sistemul de reactie. Acest rol al apei va fi discutat mai detaliat in capitolul referitor la
esterificarea acidului oleic cu glicerina. In acest studiu s-a urmérit numai influenta unor
concentratii initiale reduse de api, introduse pentru a realiza o solvatare mai bunid a
enzimei, asupra vitezei reactiei de esterificare.

Sistemul de reactie ales a fost esterificarea acidului butiric cu I-pentanolul,
utilizand ca solvent izooctanul si drept catalizator lipaza pancreatici obtinutd in laborator
sub formd de pudrd acetonicd. S-a pornit §i in acest caz de la concentratii initiale
echimolare ale reactantilor (0,149 moli/]) iar concentratia initiala a lipazei fata de substrat a
fost in toate cazurile 1,33 g/mol. Solventul a fost anhidrificat prin mentinere pe site
moleculare. Continutul in apa al reactantilor s-a determinat prin metoda Karl Fischer si a
fost urmatoarea:

- acid butiric: 1,1 %

- 1-pentanol: 0,28 %

- lipaza: 5,8 %

Temperatura de reactie a fost 37°C. Urmadrirea reactiei s-a facut prin cromatografie
gaz-lichid, determinindu-se concentratia de alcool la diferite intervale de timp . Raportand
aceste concentratii de alcool la cea initiala, s-au determinat valorile corespunzitoare ale
conversiei alcoolului, aga cum este prezentat in tabelul 6.7. Neavdnd loc nici o reactie
secundara, aceste valori reprezinta in acelasi timp conversiile in ester.
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Tabelul 6.7. Esterificarea acidului butiric cu 1-pentanol in izooctan, la concentratii initiale

diferite de apa, catalizatéd de lipaza pancreatica.

Nr. Conc. initiald a apei | Timp | Raportarii | Conc. alcool | Conversia
sint. | % (V/V) mol/l min. AadAg g/l in ester

30 1,501 14,41 0,099

60 1,249 12,03 0,248

1. 0,074 0,041 120 0,812 7,90 0,506
150 0,596 5,86 0,634

180 0,423 4,23 0,735

210 0,269 2,78 0,826

15 1,798 17,20 0,044

60 1,378 13,24 0,264

2. 0,124 0,069 90 1,092 10,54 0,414
120 0,951 9,21 0,488

150 0,729 7,12 0,604

180 0,517 5,12 0,715

15 1,562 14,97 0,064

30 - 1,394 13,39 0,163

45 1,183 11,40 0,287

3. 0,174 0,096 60 0,976 9,44 0,410
90 0,659 6,45 0,597

120 0,502 4,97 0,689

180 0,173 1,87 0,883

15 1,671 15,98 0,105

30 1,545 14,79 0,262

45 1,305 12,53 0,398

4. 0,273 0,152 60 0,925 8,95 0,538
90 0,912 8,83 0,702

120 0,575 5,65 0,817

150 0,473 4,69 0,860

180 0,333 3,37 0,893

15 1,577 15,08 0,113

30 1,247 11,98 0,295

5. 0,372 0,207 45 1,087 10,47 0,384
90 0,777 7,55 0,757

120 0,412 4,12 0,839

180 0,088 1,06 0,937

15 1,630 15,56 0,117

45 0,737 7,17 0,593

60 0,575 5,64 0,680

6. 0,471 0,262 90 0,355 3,57 0,797
120 0,277 2,87 0,838

150 0,193 2,05 0,883

180 0,095 1,13 0,936
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Nr. Conc. initiald aapei | Timp | Raportarii | Conc. alcool | Conversia
sint. | % (v/v) mol/l min. Aad/Ag g/l in ester
15 1,644 15,68 0,111
30 1,248 11,96 0,321
48 0,920 8,98 0,496
7. 0,571 0,317 60 0,764 7,41 0,580
76 0,520 5,12 0,709
105 0,375 3,76 0,787
120 0,262 2,70 0,847

Si in aceste cazuri au fost calculate vitezele inifiale de reactie, exprimate in
moli-l']-h']-g(lipazé)'l. Rezultatele sunt trecute in tabelul 6.8. Coeficientii de corelare
neliniard dintre datele experimentale si modelul hiperbolic nu au mai fost atit de buni
(valori Incepand de la 0,95) ca in situatia in care s-a urmdririt concentratia esterului,
datorita erorilor de mésurare a ariilor de alcool.

Pentru a avea o imagine mai completd a activitdtii de esterificare a lipazei in
conditiile date, in tabelul 6.8 au fost trecute si conversiile dupa o ora de reactie .

Tabelul 6.8. Dependenta vitezei initiale de reactie de concentratia initiala a apei din
sistem pentru esterificarea acidului butiric cu 1-pentanolul in prezenta
lipazei (pudra acetonica pancreaticd).

Conc. apei Viteza initiala
Nr. in sistem Conversia dupd 1 h
sinteza % (vol) min”’ mol-I" k-
-g(lipaza)’*
1. 0,074 0,00780 0,348 0,25
2. 0,124 0,00738 0,330 0,26
3. 0,174 0,01205 0,538 0,41
4. 0,273 0,01750 0,782 0,54
5. 0,372 0,01844 0,842 0,56
6. 0,471 0,02173 0,971 0,62
7. 0,571 0,02069 | 0,925 0,58

Se observa ci in domeniul concentratiilor de apa studiate, reactia de esterificare este
favorizatd de introducerea unor cantitati mici de apa in sistemul de reactie. Comparativ cu
situatia initiald, in care continutul de apa al sistemului este de 0,074%, datoritid apei
existente in materiile prime, viteza de reactie creste de aproximativ 2,5 ori, dupi care
incepe sd scadd usor. Asadar enzima prezintd o activitate catalitici insemnata chiar in
conditiile in care cantitatea de apa prezentd in sistem este foarte mica.

O alta concluzie importanta este cd apa rezultata din reactie, care ar reprezenta 2,68
mg/ml, respectiv 0,27% (v/v) In cazul unei conversii de 100%, nu va influenta nefavorabil
esterificarea, deoarece acest continut se incadreaza in limita concentratiilor pentru care s-a
facut studiul. Mai mult decit atét, se poate presupune chiar o usoarad accelerare a reactiei
fatda de modelul hiperbolic propus, datoritd apei rezultate din reactie. Acest fapt ar explica
si coeficientii de corelare neliniard mai scazufi comparativ cu experimentele anterioare. Pe
de altid parte, dupa 3 ore de reactie conversiile in ester au fost de peste 90% la sintezele
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4 + 7, ceea ce duce la concluzia ci nu este necesara eliminarea apei de reactie decét daci se
urmdreste obtinerea unei conversii apropiate de 100%.

6.4. Influenta temperaturii

Reactiile catalizate de enzime au loc in general la temperaturi apropiate de cea
ambianta, cresterea temperaturii peste 0 anumita valoare determinand inactivarea enzimei
prin denaturarea proteinei. Pe de alta parte, existd indicatii in literatura de specialitate
[280], conform cérora stabilitatea termicd a enzimei poate creste in mediu de solventi
organici comparativ cu mediile apoase. Tindnd cont de faptul ca cresterea temperaturii
favorizeaza reactiile chimice prin cresterea vitezei de reactie, se impune efectuarea unor
determindri la diferite temperaturi pentru a stabili o valoare optima.

Sistemul de reactie ales pentru acest studiu a fost esterificarea acidului butiric cu
n-heptanolul, in izooctan. Lipaza pancreaticd a provenit de la firma Fluka, iar reactantii
s-au luat de asemenea in cantitdti echimolare (concentratii initiale de 0,149 moli/l).

Analiza produsului de reactie s-a facut prin cromatografie gaz-lichid, calculdndu-se
concentratiile de ester dupd o ora de reactie pe baza standardizirii cu clorbenzen drept
compus etalon (concentratia standardului: 8,24 mg/ml).

In acest caz nu s-a facut urmdrirea cinetici a reactiei, activitatea de esterificare fiind
exprimata prin cantitatea de substrat transformat dupi o ori de 1 g lipazi, in conditiile date.

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 6.9.

Tabelul 6.9. Esterificarea acidului butiric (0,149 moli/l) cu n-heptanol (0,149 moli/l)
in izooctan, catalizata de lipaza pancreaticd, la diferite temperaturi.

Nr. Temperatura | Conc. ester dupd 1 h | Activitatea de esterificare
sinteza °C g/l mol'I""'h"-g lipazi™

1. 25 2,053 0,073

2. 30 2,577 0,092

3. 35 2,869 0,103

4. 40 3,216 0,115

5. 45 3,678 0,132

6. 50 3,711 0,134

Reprezentarea graficd a dependentei activitdfii de esterificare de temperatura este
data in figura 6.7.

Se observd cid acestd dependenta este aproape liniard in limitele de temperatura
studiate, dar se reduce mult in intervalul 45-50°C. Cresterea activitétii de esterificare cu
temperatura nu justificd cresterea alegerea unei temperaturi de lucru de peste 40°C,
deoarece o temperaturd prea ridicatd ar prezenta pericolul inactivarii termice a enzimei la
utilizare mai indelungata.
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Figura 6.7. Dependenta activitatii de esterificare de temperatura pentru reactia dintre
acidul butiric §i n-heptanol, catalizata de lipaza pancreaticd, in izooctan.

6.5. Influenta concentratiei initiale a substratului

in cazul reactiilor enzimatice concentratia substratului joaca un rol important. Pe de
o parte este avantajos s se lucreze la concentratii de substrat cat mai mari, mai ales in
eventualitatea unei transpuneri la scard industriald a procesului, insad pe de alta parte se
cunoagte faptul cd la cresterea concentratiei de substrat peste anumite valori pot si apara
fenomene de inhibitie.

Influenta concentratiei initiale a acidului asupra reactiei de esterificare dintre acidul
butiric $i n-heptanol in izooctan, catalizatd de lipaza pancreatica (Fluka) a fost urmarita la
37°C, de asemenea prin determinarea activitatii de esterificare dupa o ora de reactie. Analiza
s-a facut prin cromatografie gaz-lichid utilizdnd clorbenzenul drept standard intern si
calculandu-se concentratia esterului format. Concentratia de apa din sistemul de reactie a
fost de 0,07 %, provenind din apa continuta in reactanti §i enzima.

S-a ales varianta de modificare concomitenta a concentratiilor initale de acid si
alcool pentru a mentine raportul de 1:1 intre reactanti. Concentratia enzimei a fost in
intervalul 0,8-1,5 g/mol, in raport cu substratul. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 6.10.
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Tabelul 6.10. Esterificarea acidului butiric cu heptanolul in izooctan, catalizata
de lipaza pancreatica, la diferite concentratii initiale de substrat

Concentratii initiale | Conc. | Conc. ester Activitatea de
Nr. de substrat lipaza dupa 1l h esterificare
sinteza Acid Heptanol g/l g/l mol1"h g(lipaza)’
mol/l mol/l
1. 0,05 0,05 3,54 0,382 0,027
2. 0,10 0,10 7,07 1,666 0,063
3. 0,15 0,15 7,61 2,869 0,103
4. 0,20 0,20 7,85 6,456 0,219
5. 0,25 0,25 16,54 5,227 0,084

Se poate observa ca activitatea de esterificare creste cu cresterea concentratiilor
initiale de substrat pana la 0,2 molv/], la care se inregistreaza activitatea maxima, dupa care
scade destul de semnificativ. Faptul cd s-a lucrat cu cantitati diferite de lipazd nu
influenteaza rezultatele, deoarece nu s-a facut calcul cinetic ci s-a exprimat doar activitatea
de esterificare raportatd la 1 g enzima.

Reactia de esterificare fiind o reacti¢ cu doud substraturi este interesant de vazut
care dintre acestea determind inhibarea reactiei la cresterea concentratiei. Pentru aceasta s-a
facut un studiu in care doar concentratia alcoolului a fost modificata, cea a acidului fiind
mentinuta constantd. De aceasta data s-a studiat reactia dintre acid hexanoic si 1-pentanol,
catalizatd de lipaza pancreatica purificatd (prin extractie la pH 8 si precipitare cu acetona),
in izooctan, la 37°C. Concentratia enzimei a fost mentinuta constanti, fiind de 5 g/l in toate
determinirile. S-au calculat vitezele initiale de reactie in modul care a fost descris anterior.
Rezultatele sunt prezentate in tabelul 6.11.

Tabelul 6.11. Esterificarea acidului hexanoic cu 1-pentanolul, catalizata de lipaza
pancreatici (preparat purificat), in mediu de izooctan, la diferite concentratii
initiale de alcool

Conc. initiale de substrat Raport molar Viteza initiala
Nr. sint. | Acid hexanoic | 1-Pentanol alcool/acid
mol/1 mol/l - mol-I""-h!-g(lipaza)’
1. 0,076 0,048 0,63 0,086
2. 0,076 0,072 0,95 0,112
3. 0,076 0,100 1,32 0,158
4. 0,076 0,149 1,96 0,212
5. 0,076 0,241 3,17 0,341

Se observa ca in acest caz vitezele de esterificare cresc cu cresterea concentratiei
initiale de alcool, fard si apara fenomenul de inhibitie pand la o concentratie initiala de
alcool de 0,25 moli/l, in conditiile in care raportul molar alcool/acid este de peste 3:1.
Asadar inhibitia constatata in cazul precedat de datoreste acidului. Acest lucru are o
insemnatate destul de mare, deoarece ne aratd cd se poate lucra cu rapoarte molare
alcool/acid destul de mari, dacad conditiile tehnologice permit acest lucru, realizandu-se o
crestere a vitezei de reactie. in plus, la reactiile de echilibru cum ar fi transesterificarea (si
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chiar esterificarea, in cazul anumitor compusi) utilizarea unui exces de alcool face posibild
si deplasarea reactiei in sensul obtinerii produsului dorit.

6.6. Concluzii

In urma studiilor efectuate asupra activititii catalitice a lipazei pancreatice in reactia
de esterificare dintre acizi monocarboxilici si alcooli monohidroxilici s-au constatat
urmatoarele aspecte mai importante:

- Lipaza pancreatica isi mentine activitatea cataliticd in mediu de solventi organici
in conditiile prezentei unei cantitdti reduse de apd, putdnd fi utilizatad pentru obtinerea
esterilor mentionati cu randamente ridicate.

- Vitezele initiale de reactie se pot calcula printr-o modalitate simpla utilizdnd
modelul hiperbolic, care da rezultate foarte apropiate de cele obtinute cu relatia parametrica
a modelului cinetic de ordinul doi.

- Activitatea de esterificare creste liniar cu concentratia enzimei in domeniul 15-35
unitafi enzimatice/mmoli substrat, fard sa apard fenomenul de saturare a substratului cu
enzima.

- Reactia este favorizatd in solventi organici cu polaritate scdzuta, in timp ce in
solventi mai polari sau miscibili cu apa ca acetona sau dioxanul nu are loc sau are loc cu
viteza foarte mica. Tindnd cont de importanta apei din sistem pentru realizarea interfetei de
reactie si de miscibilitatea partiald a acestor solventi cu apa, se poate presupune ci ei
realizeaza o deshidratare a enzimei, ceea ce determini pierderea activitatii catalitice.

- Esterificarea are loc chiar in prezenta unor concentratii foarte mici de apd in
sistem: 0,05-0,07%, provenind din materiile prime §i enzima introduse in reactie. Viteza
reactiei creste aproximativ de 2,5 ori in prezenta unei concentratii initiale de apa de
0,3-0,5 %. Apa rezultata din reactie nu influenfeaza nefavorabil reactia de esterificare.

- Activitatea de esterificare creste cu temperatura in intervalul 25-50°C de 1,8 ori,
insd aceastd crestere nu este atdt de importantd incit sd impund neapirat efectuarea
reactiilor la temperaturi ridicate.

- Cresterea concentratiei initiale a alcoolului in domeniul 0,05-0,25 moli/l
determind cresterea corespunzitoare a vitezei de reactie, in timp ce cresterea concomitenta
a concentratiei initiale a alcoolului si a acidului duce la inhibarea reactiei la valori de peste
0,2 moli/l. Se poate trage concluzia ci acidul este cel care, la concentratii ce depisesc o
anumita limita, are efect inhibitor asupra esterificarii enzimatice.

- Atat preparatele brute cat si cele purificate obtinute in laborator au dat rezultate
bune, manifestand pentru aceeasi reactie activitati mai mari decét lipaza comerciala (Fluka)
pe care am avut-o la dispozitie.

- In conditiile de reactie stabilite pentru reactia de esterificare catalizata de lipaza
pancreatici in solventi organici, se pot obfine cu randamente ridicate si In conditii
energetice avantajoase o serie de esteri ai acizilor monocarboxilici cu alcooli
monohidroxilici, dintre care multi se folosesc ca §i compusi aromatizanti in industria
alimentara.
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7. Determinarea specificitatii de substrat a lipazei pancreatice in
reactii de esterificare prin metoda cinetica a vitezelor initiale

Dupa stabilirea conditiilor de reactie in care se poate face esterificarea biocatalitica
a acizilor monocarboxilici cu alcooli monohidroxilici la fel de importantd este
determinarea specificititii de substrat a lipazei pancreatice in aceste reactii. In general,
lipazele sunt considerate enzime cu o specificitate de substrat foarte largi, ceea ce face ca
ele si catalizeze transformarea unui numéar mare de substraturi in diverse tipuri de reactie.
Determinarea acestei specificitdfi este importantd mai ales pentru a evalua eventuala
valoare comerciald a unei asemenea tehnologii enzimatice pentru obtinerea unui numar cét
mai mare de produsi.

Asa cum a rezultat si din studiul documentar efectuat, specificitatea lipazelor a fost
determinata pentru diferite reactii de hidroliza si esterificare, dar rezultatele diferd mult in
functie de tipul enzimei §i sistemul de reactie utilizat. S-a constatat ca pentru hidroliza
trigliceridelor acidul butiric este cel mai bun substrat In seria acizilor monocarboxilici cu
numar par de atomi de carbon in moleculd, in continuare viteza reactiei de hidroliza
scazand usor cu cresterea lungimii lanfului hidrocarbonat. In cazul reactiilor in solventi
organici, la esterificarea alcolului izoamilic s-au obfinut conversii mari in cazul acidului
butiric, mai scdzute in cazul acidului propionic, iar cu acidul acetic reactia in general nu a
avut loc, rezultatele depinzand insa destul de mult de provenienta enzimei [300].

7.1. Specificitatea in raport cu acizii monocarboxilici

Reactiile de esterificare ale 1-pentanolului cu acizi grasi pot avea §i importanta
preparativd, deoarece o serie din acesti esteri sunt compusi folositi ca aromatizanti
(acetatul, butiratul, valerianatul, izovalerianatul) [308].

Conditiile in care s-a facut reactia de esterificare au fost: temperatura 37°C, solvent
izooctanul, cantitdti echimolare de reactanti, concentratia lipazei (preparat brut sub forma
de pudra acetonicd) 1,34 g/mol substrat, concentratia initiald a apei in sistem 0,07%.

Urmarirea reactiilor s-a facut cinetic timp de 4-6 ore, prin luare de probe la
intervale determinate de timp. Analiza acestor probe s-a facut tot prin cromatografie
gaz-lichid, utilizind n-decanul ca standard intern si masurand scdderea concentratiei
alcoolului, pe baza cireia s-a calculat conversia in diferite momente ale reactiei.

Rezultatele determinarilor sunt trecute in tabelul 7.1.

Tabelul 7.1. Esterificarea unor acizi monocarboxilici cu 1-pentanolul la 37°C
in izooctan, in prezenta lipazei pancreatice

Nr. Denumirea acidului Timp Raport arii | Conc.alcool | Conversie
min. AadAq g/l in ester

1. Acid acetic (C2) 360 0,0 0,0 0,0

2. Acid propionic (C3) 360 0,0 0,0 0,0
30 1,440 13,82 0,216

3. Acid butiric (C4) 60 1,139 10,99 0,377
90 0,866 8,41 0,523
120 0,635 6,23 0,647
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Nr. Denumirea acidului Timp Raport arii | Conc.alcool | Conversie
min Aa/Ag g/l in ester
180 0,390 3,93 0,777
3. Acid butiric (C4) 300 0,213 2,25 0,873
425 0,167 1,82 0,897
15 1,990 19,02 0,154
30 1,634 15,42 0,304
60 1,185 11,19 0,490
4. Acid valerianic (C5) 90 0,913 8,62 0,607
120 0,693 6,54 0,698
180 0,358 3,38 0,838
240 0,246 2,32 0,887
300 0,161 1,52 0,923
15 1,935 18,26 0,029
30 1,900 17,94 0,034
60 1,855 17,51 0,067
90 1,838 17,35 0,086
5. Acid izovalerianic (I-C5) 120 1,766 16,67 0,110
183 1,657 15,64 0,165
240 1,605 15,15 0,191
300 1,575 14,87 0,206
480 1,565 14,77 0,211
30 1,596 15,29 0,133
60 1,646 14,06 0,202
150 1,255 12,21 0,307
6. Acid capronic (C6) 180 1,122 10,84 0,386
210 1,014 9,81 0,443
270 0,832 8,08 0,542
300 0,745 7,27 0,587
30 1,766 16,90 0,041
60 1,436 13,78 0,218
120 1,273 12,25 0,305
7. Acid caprilic (C8) 180 1,111 10,72 0,392
240 0,965 9,35 0,463
300 0,755 7,36 0,582
360 0,579 5,70 0,677
30 1,632 15,64 0,113
60 1,571 15,06 0,146
120 1,458 13,99 0,206
8. Acid pelargonic (C9) 180 1,200 11,56 0,344
380 0,722 7,05 0,600
420 0,606 5,96 0,662
480 0,471 4,68 0,734
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Nr. Denumirea acidului Timp Raport arii | Conc.alcool | Conversie
min Auid/Ag g/l in ester
30 1,742 16,67 0,054
120 1,389 13,34 0,243
180 1,220 11,75 0,333
9. Acid undecanoic (C11) 240 1,123 10,84 0,385
300 0,934 9,08 0,485
360 0,850 8,26 0,531
420 0,730 7,88 0,553
15 1,744 16,70 0,046
30 1,657 15,88 0,093
60 1,637 15,69 0,103
90 1,556 14,93 0,147
10. | Acid lauric (C12) 120 1,512 14,51 0,171
150 1,392 13,38 0,235
180 1,200 11,58 0,343
480 0,671 6,57 0,624
15 1,798 17,21 0,024
30 1,741 16,68 0,054
60 1,627 15,60 0,115
90 1,533 14,71 0,166
11. | Acid miristic (C14) 120 1,412 13,57 0,230
150 1,335 12,84 0,272
180 1,236 11,91 0,324
420 0,915 3,88 0,496
30 1,723 16,48 0.116
60 1,571 15,06 0,146
90 1,479 14,19 0,195
12. | Acid palmitic (C16) 120 1,307 12,57 0,287
150 1,142 11,01 0,375
180 1,062 10,26 0,418
210 0,887 8,61 0,512
240 0,750 7,31 0,585
15 1,576 15,10 0,143
30 1,468 14,08 0,201
60 1,345 12,93 0,266
13. | Acid stearic (C18) 150 1,016 9,82 0,433
180 0,852 8,26 0,531
210 0,780 7,59 0,569
240 0,608 5,96 0,653
30 1,712 16,38 0,071
60 1,505 14,44 0,181
14. | Acid oleic (C18:1) 120 1,297 12,48 0,292
180 1,130 10,90 0,382
240 0,994 9,61 0,455

139

BUPT



Pentru a putea evalua cantitativ specificitatea lipazei fata de acizii monocarboxilici
studiati, s-au calculat vitezele inifiale de reactie, prin corelare cu modelul hiperbolic
optimizat. Rezultatele au fost trecute 1n tabelul 7.2, In care mai sunt prezentate si vitezele
initiale relative, raportate la acidul butiric, cat si conversiile in ester dupi trei ore de reactie.

Tabelul 7.2. Viteze initiale de reactie la esterificarea 1-pentanolului cu acizi
monocarboxilici, catalizata de lipaza (pudra acetonicd pancreaticd) in
izooctan la 37°C, la un continut initial in apa al sistemului de 0,07%.

Nr. Denumirea Coef. de Viteza initiala Conversia

acidului regresie min™. 10° | mol.1"". h'". | relativa (dupa 3 h)
neliniara g (lipazi)™!

1. | Acid acetic - 0,0 0,0 0,0 0,0

2. | Acid propionic - 0,0 0,0 0,0 0,0

3. | Acid butiric 0,984 12,17 0,544 1,00 71,7

4. | Acid valerianic 0,991 15,93 0,712 1,30 83,8

5. | Ac. izovalerianic 0,985 1,60 0,071 0,13 16,5

6. | Acid capronic 0,951 3,84 0,171 0,31 38,6

7. | Acid caprilic 0,985 3,90 0,174 0,32 39,2

8. | Acid pelargonic 0,983 3,49 0,157 0,29 344

9. | Acid undecanoic 0,998 2,81 0,126 0,23 33,3

10. | Acid lauric 0,990 2.45 0,110 0,20 34,3

11. | Acid miristic 0,998 2,47 0,110 0,20 32,4

12. | Acid palmitic 0,990 3,75 0,168 0,31 41,8

13. | Acid stearic 0,980 6,70 0,299 0,55 53,1

14. | Acid oleic 0,997 3,33 0,149 0,27 38,2

Selectivitatea lipazei pancreatice fatd de substratul de acid carboxilic, exprimata
prin vitezele initiale relative de esterificare ale unor acizi monocarboxilici cu 1-pentanolul,
este reprezentatd in figura 7.1.

Se observa ca lipaza studiata are o specificitate foarte mare pentru acizii butiric si
valerianic, dupd care activitatea ei scade destul de semnificativ (5-6,5 ori) cu cresterea
lungimii catenei hidrocarbonate, pina la acidul lauric si miristic. Cresterea in continuare a
lungimii catenei determini cregterea vitezei de esterificare la acizii palmitic i stearic.

In cazul acizilor cu catena scurti pani la Cj, acidul acetic §i propionic, reactia nu a
avut loc. Se poate presupune ca acest fapt se datoreste absorbtiei acidului la suprafata
catalizatorului enzimatic, ceea ce duce la inactivarea acestuia in conditiile date. Se pare ca
acest lucru este specific pentru solventii organici, pentru ci de exemplu la hidroliza in
mediu apos a unor esteri acetici, cum ar fi triacetina, se obtin randamente ridicate fara a se
observa inhibarea enzimei din cauza acidulut acetic rezultat.

De asemenea se poate remarca §i specificitatea enzimei studiate pentru compusi cu
catena liniara si saturata. Astfel, viteza de reactie in cazul acidului izovalerianic este de 10
ori mai mica decét pentru acidul valerianic, iar pentru acidul oleic de aproximativ de 2 ori
mai micé decét pentru acidul stearic.

Usoarele neconcordante dintre valorile conversiilor dupi 3 ore si cele ale vitezelor
de reactie se datoresc faptului cd primele constituie valori experimentale (cu erorile de
maisurare inerente), iar vitezele inifiale de reactie sunt cele rezultate in urma calculului
cinetic dupa modelul hiperbolic.

140

BUPT



Viteza de esterificare relativa

C2 C3 C4 C5 i-C5 C6 C8 C9 Cll1 Cl12 Cl14 Cl6C18 C18:1

Figura 7.1. Selectivitatea lipazei pancreatice fata de lantul hidrocarbonat al gruparii acil, in
reactia de esterificare a unor acizi monocarboxilici cu 1-pentanolul.

7.2. Specificitatea in raport cu alcoolii monohidroxilici

A fost studiata reactia de esterificare cu acidul butiric a unor alcooli cu catend
hidrocarbonatd de lungime medie, care sunt importanti pentru sinteza unor esteri
aromatizanti. In conditiile in care s-a vizut ci specificitatea lipazei pentru substratul de acid
butiric este mare, s-a lucrat cu lipazd Fluka mai putin activd, pentru a nu inregistra o
crestere prea brusca a conversiei in intervalul studiat, ceea ce ar face ca valorile vitezelor
initiale sa fie prea apropiate.

Reactia s-a facut cu cantititi echimolare de reactanti, la 37°C, in izooctan.
Concentratia initiald a enzimei in raport cu substratul a fost 1,3 g/ml, iar continutul initial de
apa al sistemului de 0,07%.

Urmarirea reactiei s-a facut si in acest caz gaz-cromatografic, iar in probele
prelevate s-a determinat concentratia alcoolului respectiv, pe baza dreptelor de etalonare ale
caror parametri au fost prezentati in tabelul 6.2.

Au fost investigati un numar de 6 alcooli cu catend medie.

Valorile conversiilor in ester obtinute dupa diferite intervale de timp sunt prezentate
in tabelul 7.3.
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Tabelul 7.3. Esterificarea acidului butiric cu alcooli monohidroxilici la 37°C,

in izooctan, in prezenta lipazei pancreatice (Fluka).

Nr. Denumirea alcoolului Timp Raport arii | Conc.alcool | Conversie
sint. Min Aa/Ag g/l in ester
30 0,878 7,56 0,110
60 0,811 7,09 0,165
90 0,699 6,30 0,259
120 0,605 5,64 0,336
180 0,554 5,25 0,382
1. 1-Butanol (Co= 8,5 g/1) 240 0,454 4,57 0,462
300 0,441 4,48 0,472
360 0,373 4,05 0,523
420 0,358 3,90 0,541
480 0,303 3,51 0,587
30 1,657 12,17 0,064
60 1,521 11,17 0,141
2. i-Butanol (Co = 13 g/l) 120 1,448 10,63 0,182
150 1,396 10,25 0,211
180 1.291 9,48 0,271
240 1,156 3,48 0,347
30 1,749 16,74 0,049
60 1,611 15,43 0,178
90 1,550 14,86 0,218
3. 1-Pentanol (Cy = 17,6 g/1) 120 1,508 14,46 0,274
150 1,441 13,83 0,332
180 1,410 13,54 0,350
210 1,302 12,52 0,388
240 1,225 11,79 0,430
30 1,778 15,09 0,057
60 1,665 14,11 0.118
90 1,618 13,65 0,147
4. 1-Hexanol (Co = 16 g/) 120 1,374 11,55 0,278
180 1,270 10,65 0,334
210 1,169 9,75 0,390
240 1,037 8,55 0,465
30 2,551 12,43 0,112
60 2,254 11,10 0,207
90 2,219 10,99 0,218
5. 1-Heptanol (Cy = 14 g/l) 180 1,970 9,83 0,298
210 1,895 9,50 0,321
240 1,724 8,73 0,376
600 1,031 5,64 0,597
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Nr. Denumirea alcoolului Timp Raport arii | Conc.alcool | Conversie
sint. Min Aad/Aq g/l in ester
30 2,903 20,55 0,045
60 2,768 19,55 0.091
90 2,682 19,93 0,119
6. 1-Octanol (Cy = 21,5 g/l) 150 2,463 17,35 0,193
180 2,396 16,86 0,216
240 2,368 16,64 0,225
270 2,323 16,33 0,240

Si in acest caz au fost calculate vitezele initiale de reactie, atit cele absolute cit si
cele relative, pentru a putea aprecia mai usor specificitatea lipazei fata de alcoolii studiati.
Rezultatele sunt redate in tabelul 7.4 si in figura 7.2

Tabelul 7.4. Viteze initiale de reactie la esterificarea acidului butiric cu alcooli
monohidroxilici in izooctan la 37°C, catalizata de lipaza pancreatica
(Fluka), la un continut inital de apa al sistemului de 0,07%

Nr. Denumirea Coef. de Viteza initiala Conversia
sint. alcoolului regresie | min™. 10> | mol. 1" h™". | relativa | (dupa 3 h)
neliniara g(lipazi)" %

1. 1-Butanol 0,995 4,19 0,144 1,00 38,2

2. i-Butanol 0,978 1,98 0,104 0,72 27,1

3. 1-Pentanol 0,986 2,37 0,142 0,99 35,0

4. 1-Hexanol 0,993 2,88 0,135 0,94 33,4

5. 1-Heptanol 0,973 2,97 0,107 0,74 29,8

6. 1-Octanol 0,990 1,99 0,098 0,68 21,6

Se observi si in acest caz specificitatea enzimei pentru catena cu 4 atomi de carbon,
urmatd de o usoard sciadere cu cresterea lungimii lantului hidrocarbonat. Spre deosebire
insd de acizii carboxilici, aici valorile obtinute pentu vitezele de reactie sunt mult mai
apropiate, ceea ce arata faptul ca specificitatea lipazei pancreatice se manifesta in mai mare
masura in raport cu natura acidului folosit la esterificare. Se poate constata de asemenea ca
nu mai apar diferente mari intre alcoolii cu cateni normala si ramificatd, deci specificitatea
este apropiata pentru alcooli primari §i secundari.
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Viteza initiala relativa

C4 i-C4 C5 C6 C7 C8

Figura 7.2. Selectivitatea lipazei pancreatice fata de lantul hidrocarbonat al
alcoolului, in reactia de esterificare a acidului butiric cu alcooli
monohidroxilici

7.3. Concluzii

Specificitatea de substrat determinatd prin metoda cineticd a vitezelor initiale a fost
cea mai mare in raport cu acizii carboxilici cu catend hidrocarbonata scurtd (C4-Cs), fiind
mai redusd in raport cu acizii cu catend medie C¢-Cy2 (15-20 % din valoarea maxima),
pentru a creste din nou in cazul acizilor cu catend lungd C;6-Cys (in jur de 50 % din valoarea
maxima). Spre deosebire de acizii monocarboxilici, in cazul alcoolilor monohidroxilici
specificitatea de substrat determinatd prin metoda cineticd este mai redusd, vitezele initiale
fiind putin dependente de lungimea catenei hidrocarbonate in intervalul C;-Cs.
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8. Sinteze enzimatice de esteri ai unor alcooli di- si trihidroxilici
8.1. Studiul esterificarii glicerinei cu acidul oleic in sistem bifazic [322, 323]

Sinteza esterilor glicerinei a fost studiatd prin esterificare directd cu acid oleic.
Utilizarea acidului oleic are la baza urmaitoarele considerente:

- specificitatea de substrat a lipazelor fatd de acidul oleic este buni, asa cum a
rezultat din studiul efectuat anterior.

- acidul oleic este lichid la temperaturi intre 30-40°C, ceea ce permite realizarea
unor emulsii de tip ulei-apd, care nu se pot obtine cu acizii grasi saturati cu catena lunga
decit Ia temperaturi peste punctul lor de topire, la care insi lipaza pancreatica se poate
denatura termic.

- mono- si dioleatii de glicerind reprezintd produse valoroase utilizate drept
emulgatori §i sinteza lor prin esterificare directd in catalizi enzimatica ar putea fi o
posibilitate cu sanse de aplicare.

Intrucat glicerina si acidul oleic sunt nemiscibile, sistemul de reactie folosit a fost
bifazic. Se cunoaste cid lipazele actioneaza, atdt in sensul hidrolizei cdt si in sensul
esterificarii, in medii eterogene, la suprafata de contact a doua faze nemiscibile, cel mai
bine la interfata unor emulsii de tip ulei-apa. Utilizarea unor solventi organici in acest caz
nu rezolva problema omogenitatii sistemului, intrucat glicerina este insolubila in solventii
organici nepolari in care activitatea de esterificare a lipazelor este considerabild, asa cum
s-a ardtat. O variantad posibild este utilizarea unor micelii inverse, cand solventul este de
naturd organicd, dar rezultatele raportate In literaturd pentru obtinerea mono- §i diesterilor
glicerinei prin esterificare directd In asemenea sisteme nu sunt concludente [202]. Din
aceastd cauza reactiile au fost efectuate In emulsii apoase, apa aviand avantajul de a
solubiliza si enzima, insd dezavantajul ci influenteazd nefavorabil echilibrul reactiei si
limiteaza conversiile maxime care se pot obtine. O posibilitate ar fi eliminarea totala a apei
si efectuarea reactiei in sistem bifazic glicerind-apa, lipaza fiind dizolvata sau suspendata
in glicerind. Asemenea incercéri au fost efectuate, asa cum a rezultat si din studiul de
literaturd, insd cu lipazd microbiand imobilizata (Lipozyme) si au dus la obtinerea
trioleatului de glicerind, produs care nu consituie subiectul acestui studiu [284].
Concentratia apei in sistem ramane oricum unul din parametrii esentiali ce necesitd a fi
optimizati.

Emulgatorii care pot fi utilizatt pentru realizarea unor sisteme disperse fine cat mai
stabile pot fi de proveniente foarte diferite: naturali, de origine vegetald ca guma arabica
sau animald ca albumina din ser de bovind, sintetici de naturd anionicd (2-etilhexil-
sulfosuccinat de sodiu) sau neionici. In studiile noastre am utilizat cu predilectie
emulgatori neionici industriali din seria nonilfenolilor etoxilati.

Lipaza folositd a fost lipaza pancreaticd provenita de la firma ICN Pharmaceuticals
(SUA), avand o activitate de 0,3 unitdti/mg, determinata la 37°C utilizdnd drept substrat
trioleina emulsionata. Fiind o lipaza 1,3-specificd, ea ar trebui sd duci la obtinerea numai a
mono- si diesterului, insd in practici rezultd si mici cantititi de triester, datoritd
izomerizdrii 1-monooleatului in 2-monooleat si respectiv a 1,3-dioleatului in 2,3-trioleat de
glicerina. S-a lucrat in general cu exces de glicerina, raportul glicerind/acid oleic fiind de
asemenea unul din parametrii studiafi.

Reactivii folositi au fost de provenientd comerciald, fiind utilizati in conditii de
puritate analitica (p.a.) asigurate de firma producatoare, astfel: glicerina anhidra (Chimopar
S.A.), albumini din ser de bovina (Reanal, Ungaria), nonilfenoli etoxilati Dowfax (Dow
Chemical Co., SUA), acid oleic (Merck, Germania), trioleina (Loba Feinchemie, Austria).

Reactia de esterificare a fost efectuata intr-un reactor de sticla cu capacitatea de 300
cm’, previzut cu agitare mecanici si introdus intr-o baie de apa termostatata. S-a utilizat o
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turatie ridicata, de 600 rotatii/minut, pentru a realiza o emulsionare cidt mai buna a
substratului.

In reactor s-au introdus cantitatile stabilite de glicerind si acid oleic. Emulgatorul
s-a dizolvat in 5 ml apa distilata §i s-a introdus de asemenea in reactor, dupd pornirea
agitarii. S-a lasat 15 minute sub agitare pentru emulsionare §i termostatare la temperatura
de reactie (37°C).

Lipaza a fost cantaritd si suspendatd intr-un volum calculat de apa, corespunzitor
diferentei pana la volumul total de apa preconizat a se introduce in sistem, tindnd cont si de
apa introdusi cu emulgatorul. Lipaza pancreatica nu a fost complet solubila in apa, nefiind
un preparat cu grad Inalt de purificare. Momentul introducerii suspensiei de lipaza in
sistemul de reactie a fost considerat momentul zero al reactiei.

Desfasurarea reactiei a fost urmdrita prin sciderea aciditatii masei de reactie. In
acest scop au fost prelevate probe de 1-2 ml cu o pipeta, la intervale de timp determinate,
in general din orad in ord. Aceste probe au fost cantirite gi dizolvate in alcool etilic. S-a
determinat continutul de acid din proba, prin titrare potenfiometrica cu solutie de NaOH
0,1 M. Deoarece singura specie acidd prezentd in amestecul de reactie este acidul oleic,
scaderea aciditatii reprezintd o masurd a evolutiei reactiet de esterificare si permite, prin
raportare la aciditatea initiald, calculul conversiei de acid oleic in diferite momente ale
reactiei, conform relatiei:

unde Ay reprezintd aciditatea initiala a amestecului de reactie in moli acid oleic/g,
iar A, reprezinti aciditatea amestecului de reactie la timpul t, In moli acid oleic/g

Timpul de reactie a fost in general 72 de ore, In conditiile in care s-a urmarit numai
determinarea vitezei initiale. Pentru determinarea conversiei de echilibru si stabilirea
modelului cinetic unele sinteze au fost urmarite pana la 250 de ore. La terminarea reactiei,
in conditiile stabilirii echilibrului, faza organicd a fost extrasa cu eter etilic de trei ori.
Dupi separarea fazelor §i reunirea extractelor eterice, acestea au fost evaporate pe baia de
apad pentru indepirtarea eterului si apoi la 70°C sub vid pentru indepartarea apei,
obtindndu-se produsul de reactie ce contine si acidul oleic nereactionat. Acest produs a fost
analizat prin cromatografie i spectrofotometrie in infrarosu.

Un exemplu de retetd de lucru, utilizatd pentru sistemul de reactie pe baza céruia
s-au calculat i parametrii cinetici prezentati in capitolul 5.2.3, este urmatorul:

- 30,3 g acid oleic (0,107 moli)

- 90,18 g glicerina (0,99 moli)

- lipaza pancreaticad 1,990 g, suspensie in 15 ml apa distilata

- albumina serica la bovin3, 4 ml solutie 0,14% in apa distilata.

Reactia a fost urmaritd timp de 250 de ore pentru a ajunge la conversia de
echilibru. Analiza produsului final de reactie s-a efectuat prin cromatografie de lichide de
inalta performanti prin permeatie pe gel si spectrofotometrie in infrarosu.

Analiza HPGPC s-a efectuat cu ajutorul a doud coloane de permeatie pe gel legate
in serie: Ultrahydrogel 500 de 10 pm si Ultrahydrogel 250 de 6um, ambele cu dimensiunile
de 7,8 x 300 mm (Waters Millipore). S-a utilizat un cromatograf Waters Millipore 510,
echipat cu un detector de indice de refractie LKB 2142, iar ca eluent tetrahidrofuran cu
debitul de 1 m}/min. Ordinea de elutie a fost: trioleat de glicerina, 1,3-dioleat de glicerina,
1-monooleat de glicerind si acid oleic. Dintre acesti compusi, doar pentru trioleatul de
glicerina (Loba Feinchemie) si pentru acidul oleic (Merck) am dispus de standarde, asadar
calculul cantitativ al acestora s-a facut pe baza fractiunilor din aria totald (bazat pe faptul
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cd indicii de refractie sunt apropiati, 1,46419 pentru dioleina si 1,46384 pentru monooleina
la 25°C [312], deci si factorii de raspuns ai detectorului trebuie sa aiba valori apropiate).
Compozitia produsului, determinata in aceste conditii, a fost:

- Monooleat de glicerina: 31,2 %

- Dioleat de glicerina: 27,5 %

- Trioleat de glicerina: 3,8 %

- Acid oleic: 37,5 %

Prin spectrofotometrie in infrarosu au fost identificate toate benzile caracteristice
monooleatului si dioleatului de glicerind, fard a se putea face insd estimari asupra
raportului dintre ele.

8.1.1. Calculul vitezelor initiale

Din reactie rezulta monooleat si dioleat de glicerina, conform reactiilor:
Glicerini + Acid oleic &2 Monooleat + api

Monooleat + Acid oleic 2 Dioleat + Apa

Cinetica acestor reactii se poate modela cu ajutorul relatiei (5.17) care permite
calculul vitezelor initiale si a constantelor de viteza, aga cum s-a aratat in capitolul 5.2.3. O
alta posibilitate este calculul vitezei initiale utilizdnd modelul hiperbolic. Aceste metode de
calcul duc la rezultate in buna concordantd cu cele experimentale si reprezintd o modelare
acceptabild a procesului, insd au dezavantajul cd pentru utilizarea lor este necesara
atingerea unor conversii apropiate de cea de echilibru si in cazul nostru viteza de reactie
fiind mic4, timpul necesar pentru aceasta este foarte indelungat.

O alta problema este ca utilizarea acestor modele tinind cont numai de punctele
experimentale din primele 8-10 ore de reactie duce la erori mari, in cazurile in care reactia,
din diverse motive, nu poate ajunge la conversii apropiate de cele de echilibru, de 62-63%.
In aceste conditii, am ciutat o variantd mai simpla de determinare a vitezei initiale de
reactie, pentru a putea determina influenta diferitilor parametri asupra procesului de
esterificare enzimaticd a glicerinei. Aceastd determinare s-a bazat pe observatia ca
cresterea conversiei in timp in primele ore ale reactiei este aproximativ liniard i panta
acestei drepte da o valoare a vitezei initiale destul de apropiata de cea a tangentei la curba
cinetica reali. In cazul sistemului de reactie pentru care a fost data reteta de lucru, valorile
conversiilor acidului oleic, calculate pe baza aciditatii probelor prelevate din amestecul de
reactie, au fost prezentate in capitolul 5.2.3 de calcul cinetic (tabelul 5.3). Reprezentarea
liniard pentru primele 7 puncte din tabelul 5.3 este prezentata in figura 8.1.
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Figura 8.1. Determinarea vitezei initiale prin corelarea liniara a valorilor conversiilor de
acid oleic din primele 8 ore de reactie (linia punctata reprezinta curba de
corelare conform ecuatiei 5.17)

Ecuatia acestei drepte, determinata prin corelare liniara, este:
y=0,021 +0,0517 x , unde y reprezinta conversia iar x timpul

Coeficientul de corelare liniara este r = 0,991
Asadar valoarea vitezei initiale de reactie va fi:

vi = 0,0517 h”', sau exprimat ca numir de moli de acid oleic transformati intr-un litru de
amestec de reactie de 1 g enzima intr-o ora:

vj = 0,022 moli-1"h™-g lipaza™

Aceastd valoare este cu aproape 50 % mai micd decit cea calculatd din derivata
ecuatiei (5.17), insda am considerat ci valorile absolute au in acest caz mai putind
importanta, deoarece ne-a interesat caracterizarea dependentei vitezei de reactie de diversi
parametri §i alura acestei dependente este aceeasi, indiferent de metoda folositd pentru
calculul vitezei initiale. De fapt, acest studiu nu urmaregte investigarea cineticii propriu-
zise a reactiei §i utilizarea vitezei inifiale s-a facut doar pentru a avea o masura cantitativa
mai exactd a activitatii enzimei. Asa cum s-a aritat, utilizarea vitezei initiale in acest scop
este mai precisd decat evaluarea activitatii pe baza cantititii de substrat transformate dupa
un anumit timp, intrucit se bazeazi pe evolutia reactiei intr-un interval de timp ales si
avand ca baza de calcul mai multe puncte. Deoarece pe de alta parte valorile vitezei initiale
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determinate au fost niste valori globale bazate pe conversia acidului oleic si firi a lua in
considerare faptul cd in realitate acest acid reactioneazd cu douid molecule diferite
(glicerina si monooleat de glicerind), aceste viteze vor reprezenta de fapt viteze initiale
aparente de reactie.

8.1.2. Studiul parametrilor care influenteazi reactia de esterificare a
glicerinei cu acid oleic

Dintre parametrii care influenteaza reactia au fost studiati natura si concentratia
emulgatorului, raportul molar al reactantilor si concentratia apei in sistemul de reactie.

Conditiile de reactie au fost la toate determinirile aceleasi: temperaturd de 37°C,
agitare la turatie de 600 rotatii/minut, iar concentratia de enzima, raportatd la substratul
limitativ (acidul oleic) a fost de asemenea mentinuta constanta.

8.1.2.1. Dependenta vitezei initiale aparente de esterificare de natura
emulgatorului

Au fost testati o serie de emulgatori din categoria nonilfenolilor etoxilati, cu diferite
grade de etoxilare. Pentru comparatie s-a utilizat albumina sericad de bovini, ale cérei
proprietdti emulgatoare sunt binecunoscute.

Valorile determinate pentru vitezele initiale de reactie sunt prezentate in tabelul 8.1.
Esterificarile au fost facute cu un raport molar glicerind/acid oleic de 6/1, concentratia
emulgatorului fatda de acidul oleic fiind 0,05%. Cantitatea de lipaza utilizatd drept
catalizator a fost In toate cazurile 1,25 g (ceea ce corespunde la aproximativ 2200 unitati
enzimatice pentru un mol de acid), iar concentratia apei in sistem a fost in jur de 11,5%
(ceea ce corespunde la un raport molar apa/acid oleic de 5,3/1). Pentru comparatie a fost
efectuatd si o sinteza fara emulgator.

Tabelul 8.1. Dependenta vitezei initiale de esterificare a acidului oleic (1,2 moli/l) cu
glicerina (7,2 moli/l), in prezenta lipazei pancreatice (10,4 g/1) de natura
emulgatorului utilizat

Nr. Tipul emulgatorului Viteza initiala aparenta de reactie
sintezd h” mmoli-I"h-g lipaza™

1. - 0,0155 14,5

2. Albumina 0,0232 21,9

3. Dowfax 9N 4 0,0252 23,8

4. Dowfax 9N 6 0,0215 20,3

5. Dowfax 9N 10 0,0208 19,6

6. Dowfax 9N 15 0,0183 17,3

Din datele tabelului 8.1 se pot trage urmatoarele concluzii:

- reactia de esterificare dintre glicerina si acid oleic catalizata de lipaza are loc cu o
viteza destul de mare si in absenta emulgatorului, dispersia corespunzitoare a mediului de
reactie fiind asigurata probabil de proprietatile emulgatoare ale acidului oleic;

- in prezenta emulgatorilor testati, viteza initiald de reactie a crescut cu 20-60%;

- nu se inregistreazi deosebiri semnificative intre emulgatorul natural (albumina din
ser de bovinad) si cei sintetici industriali (nonilfenolii etoxilati);

149

BUPT



- viteza initiald de reactie scade cu cresterea gradului de etoxilare, deci cu cresterea
lungimii catenei polioxietilenice, insa aceastd scidere nu este semnificativa. Din acest
motiv, pentru a studia efectul concentratiei de emulgator asupra reactiei de esterificare am
ales Dowfax 9N 10, care este cel mai uzual dintre emulgatorii industriali de acest tip.

8.1.2.2. Dependenta vitezei initiale aparente de esterificare de concentratia
emulgatorului

S-a studiat efectul introducerii in sistemul de reactie a unor concentratii crescande
de emulgator Dowfax 9N 10 asupra vitezei initiale aparente de esterificare. Asa cum se
poate constata din datele tabelului 8.2 si din figura 8.2, cele mai bune rezultate s-au obtinut
pentru concentratii de emulgator intre 0,05-0,15 % (procente de masé, raportat la acidul
oleic), cand s-a inregistrat o crestere a vitezei de reactie cu aproape 40 %. La cresterea
acestei concentratii peste 0,5 % efectul favorabil dispare, viteza initiald aparenta fiind
aceeasi ca in absenta emulgatorului.

Tabelul 8.2. Dependenta vitezei initiale de esterificare a acidului oleic (1,2 moli/l) cu
glicerina (7,2 moli/l), in prezenta lipazei pancreatice (10,4 g/1) de concentratia

emulgatorului.
Nr. Concentratie emulgator Viteza initiald aparenta de reactie
sintezi Dowfax 9N 10, % * h' mmoli-I"*h'-g lipaza™

1. - 0,0155 14,5

2. 0,031 0,0188 17,9

3. 0,056 0,0208 19,6

4. 0,120 0,0210 19,8

5. 0,234 0,0179 16,9

6. 0,326 0,0156 14,6

*masa, raportat la acidul oleic

Aceastd influentd a concentratiei de emulgator este probabil legatd de fenomenele
care au loc la interfata ulei-apa. Este posibil ca o concentratie prea mare de emulgator sa
impiedice de la un moment dat accesul sau orientarea corespunzatoare a enzimei la aceasta
interfata si astfel sa contrabalanseze efectul favorabil produs de cresterea acestei interfete
datorita actiunii de emulsifiere.

150

BUPT



&
Sy
B
:é .
& 10
g ]
k=
> |
0 v 1 T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

Conc. emulgator, %

Figura 8.2. Graficul dependentei vitezei initiale aparente de esterificare de
concentratia emulgatorului Dowfax 9N 10.

8.1.2.3. Dependenta vitezei initiale aparente de esterificare de raportul molar
al reactantilor

Reactia de esterificare este favorizatd din punct de vedere termodinamic de
utilizarea unui exces al unuia dintre reactanti, cu conditia ca si nu apard fenomenul de
inhibitie de substrat. Dintre reactantii acestui sistem este de preferat utilizarea unui exces
de glicerind, deoarece cantitatea ramasa nereactionata se poate separa ugor la terminarea
reactiei prin extractia produsilor cu eter etilic in care glicerina nu este solubila.

Pentru acest studiu, raportul molar glicerind-acid oleic a fost modificat de la 1:1
pand la 9:1 in conditiile in care masa totald a amestecului de reactie a fost mentinuta la
aceeasi valoare (aproximativ 140 g). Aceasta a insemnat cd au fost modificate in mod
corespunzitor cantitdtile de apd si lipazd, pentru a mentine constante rapoartele fatd de
reactantul limitativ, acidul oleic. Drept emulgator s-a utilizat si in acest caz Dowfax 9N 10,
in concentratie de 0,05 % fatd de acidul oleic.

Viteza initiald aparenta de reactie creste cu cresterea raportuluir molar dintre
glicerina si acidul oleic pana la o limitd, asa cum arata rezultatele prezentate in tabelul 8.3
si figura 8.3 .
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Tabelul 8.3. Dependenta vitezei initiale de esterificare a acidului oleic cu glicerina de
raportul molar al reactantilor, in prezenta lipazei pancreatice (2200 unitati/mol
acid oleic), la raport molar apa/acid oleic 5,3:1.

Nr. Raport molar Viteza initiald aparentd de reactie
sintezd | Glicerind/acid oleic h mmoli-I"-h"-g lipazi™
1. 1,01:1 0,0063 3,3
2. 2,03:1 0,0156 7,9
3. 2,96:1 0,0287 16,9
4 5,99:1 0,0208 19,6
5. 9,05:1 0,0125 12,9
25
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Figura 8.3. Graficul dependentei vitezei de esterificare de raportul molar al
reactantilor

Tinidnd cont de faptul ci lipaza pancreaticd este o enzimd 1,3-selectiva, raportul
molar stoechiometric ar fi de 2:1, pentru obtinerea diesterului. Se poate constata cad cele
mai bune rezultate s-au obtinut la un raport 6:1, ceea ce insemna un exces de glicerina de
trei ori mai mare. Explicatia este legatd de influenta favorabila a acestui exces asupra
echilibrului termodinamic al reactiei. Concentratii prea mari de glicerind au insd un efect
inhibitor asupra enzimei.
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8.1.2.4. Dependenta vitezei initiale aparente de esterificare de raportul
molar apa/acid oleic

Prezenta apei in sistemul de reactie are mai multe ratiuni. In primul rand, asa cum
s-a ardtat, ea este necesard pentru solvatarea enzimei §i realizarea conformatiei catalitic
active a acesteia. In al doilea rand, in absenta apei véscozitatea sistemului este prea ridicata
si pot apare efecte nefavorabile asupra reactiei, datorate unui transfer de masa
necorespunzétor. Deoarece aldturi de aceste efecte favorabile apare inevitabil si cel de
deplasare a echilibrului reactiei in directia hidrolizei, rezulta ca este necesara determinarea
continutului de apa optim. Pentru acest studiu, raportul molar glicerina: acid oleic a fost
mentinut la valoarea optima determinata anterior, ca emulgator s-a utilizat Dowfax 9N 10
in concentratie 0,05 % fata de acidul oleic, iar cantitatea de enzima introdusa raportata la
acidul oleic a fost mentinuta constanta. Valorile obtinute pentru viteza initiala aparenta de
esterificare in conditiile modificarii continutului de apd al sistemului de reactie sunt
prezentate in tabelul 8.4.

Tabelul 8.4. Dependenta vitezei initiale de esterificare a acidului oleic (1,2 moli/l) cu
glicerina (7,2 moli/l in prezenta lipazei pancreatice (2200 unitdti/mol acid
oleic) de raportul molar apé/acid oleic.

Nr. Raport molar Viteza initiald aparenta de reactie Conversie*

sintezd | Apd/acid oleic h' mmoli-l”*h"-g lipaza™ %

1. 0,78:1 0,0 0,0 -

2. 2,29:1 0,0 0,0 -

3. 3,87:1 0,0178 17,3 55,9

4. 5,30:1 0,0208 19,6 62,2

5. 6,95:1 0,0228 21,2 53,4

6. 7,35:1 0,0211 19,3 49,1

7. 9,14:1 0,0125 11,5 41,4

*conversia acidului oleic, calculata dupa 120 h de reactie

Reactia nu are loc in absenta unei concentratii minime de apa in sistem. Aceasta
concentratie este relativ mica, reprezentand 7,6 % din masa totald a amestecului de reactie
in cazul unui raport molar api/acid oleic de 3,87:1. Valorile maxime ale vitezei initiale
aparente de esterificare se obfin pentru rapoarte molare cuprinse in intervalul 5+7, ceea ce
corespunde unui continut de apa initial intre 10-14 %. In tabelul 8.4 au fost trecute si
valorile conversiilor acidului oleic dupa 5 zile de reactie. Se poate observa cd aceste
conversii cresc in prima instantd odata cu cresterea continutului de apa, probabil datorita
vitezei mai mari de reactie corelate cu un transfer de masd mai bun, facilitat de
vascozitatea mai mica a sistemului de reactie §i solvatarea partiald a produsului primar de
reactie, monoesterul, in faza apoasd polara. Acest lucru face ca si se ajunga la conversii
apropiate de cea de echilibru in timpul in care s-a ficut urmirirea reactiei. in continuare se
observa scdderea acestei conversii, datorita scaderii activitatii enzimei.

153

BUPT



-1

Viteza inttiala, mmol.l'l.h'].g lipaza

Figura 8.4. Graficul dependentei vitezei de esterificare de raportul molar

8.1.2.5. Discutii si concluzii

in ultimii ani, obtinerea gliceridelor partiale prin reactii catalizate de enzime a fost
foarte mult investigatd, in trei variante posibile: hidroliza, esterificare si transesterificare
(glicerolizd). In ce priveste obtinerea oleatilor de glicerind prin reactii de esterificare,
conversiile §i selectivitdtile obtinute au fost foarte diferite, in functie de natura lipazei,
sistemul de reactie §i alti parametri. Astfel, cu lipazd din Mucor miehei s-a obtinut un
continut de monogliceridd de maxim 32 % la o conversie de 80 %, iar cu lipazd din
Rhizopus arrhizus s-a obtinut un randament in monoglicerida intre 17,9-44,1 % [313].
Cunoagsterea echilibrelor de reactie este importantd mai ales in cazul sistemelor in
care rezultd mai multi produsi. Pentru sistemul de reactie dat, se pot scrie urmatoarele
expresii ale constantelor de echilibru pentru formarea monoestrului, diesterului si
triesterului, cu mentiunea ca formarea triesterului in acest caz nu are loc conform acestui
echilibru, fiind impiedicata de lipsa de specificitate a lipazei pentru pozitia 2 a glicerinei:

apd/acid oleic

K Gy Ao
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unde indicii M, D, T, G si A semnificd activititile termodinamice ale monoesterului,
diesterului, triesterului, glicerinei si acidului oleic in faza organica.

Constantele de echilbru pentru formarea monoesterului i diesterului si deci
compozitia produsului la atingerea echilibrului de reactie depind de coeficientii de
activitate ai componentelor. Asa cum se cunoaste, activitatea unei componente i/ se poate
exprima prin produsul:

a, =x,'y;

unde x; reprezintd fractia molara a componentei, iar ¥ coeficientul de activitate. Inlocuind
in expresia constantei de echilibru vom obtine, de exemplu pentru monoester:

X /4
="M . M
X6 " X4 Y674

Daci se tine seama de faptul sistemul de reactie este bifazic, toate componentele
fiind distribuite In ambele faze in conformitate cu coeficientii lor de repartitie, rezulta ca si
expresia constantei de echilibru va trebui sa fie functie de coeficientii de activitate in cele
doud faze. O asemenea relatie a fost dedusd de Straathof s.a. [314] pentru constanta
aparenta de echilibru in sisteme de reactie nediluate (cum sunt majoritatea sistemelor reale)
bifazice. Aceastd relatie poate fi scrisd pentru constanta aparentd bifazica de echilibru a
monooleatului in forma urmétoare:

5 e

e, (NN e

unde [M], [G] si [A] reprezintd concentratiile molare ale monooleatului, glicerinei si
acidului oleic la echilibru, indicii a si o de la coeficientii de activitate y semnifici valorile

acestora in faza apoasa respectiv organica, iar « este raportul volumelor fazelor organica
si apoasa.

LV

constantei de echilibru si deci a continutului in monoester al produsului: utilizarea in exces
al unuia din reactanti, reducerea activitdfii termodinamice a apei sau modificarea
coeficientilor de activitate in cele doua faze. Valorile acestor coeficienti de activitate
reflectd interactiunile moleculare dintre componentele sistemului si depind de compozitia
sistemului de reactie.

Excesul de glicerina influenteaza favorabil atit viteza de reactie cat si continutul de
monoglicerida din produs la echilibru. Tinind cont de durata destul de mare a reactiei, pot
avea loc si reactii de glicerolizd a dioleatulut §i trioleatului prezente in amestecul de
reactie, cu formare de mono- si respectiv dioleat. Aceste reactii sunt de asemenea catalizate
de lipaza. Influenta favorabilda a excesului de glicerind asupra conversiei in reactia de
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esterificare a acidului oleic cu glicerina catalizata de lipaza este confirmata si de datele
altor cercetétori, pentru lipaze de origine microbiania. De asemenea, s-a demonstrat ca la
utilizarea unor rapoarte molare mai mici, produsul obtinut contine o fractiune mai mare de
diester [315]. .

Evident cd deplasarea echilibrului In directia esterificarii prin reducerea
continutului de apa ar fi beneficd pentru obtinerea unor conversii de echilibru mai mari.
Din pacate, aceasta deplasare a echilibrului este mai complicatd decat pare la prima vedere,
deoarece continutul scazut de apa nu este o conditie suficientd pentru a obtine produsul de
sintezd cu randament mare. Pentru a intelege aceasta influenta a apei este mai convenabil
sa se utilizeze activitatea termodinamica si nu concentratia. In sisteme bifazice, toate
componentele sunt repartizate intre cele doua faze si la echilibru activititile termodinamice
pentru fiecare componenti in faza organici sunt egale cu cele in faza apoasi. In solutii
apoase diluate, activitatea apei este foarte apropiati de 1. Din ecuatia constantei de
echilibru se poate observa usor ca pentru a realiza o crestere a randamentului in produsul
respectiv la echilibru, In conditiile in care concentratiile initiale ale materiilor prime sunt
stabilite la o anumita valoare, este necesar ca activitatea apei sa fie mult mai mica decét 1.
Acest lucru nu se poate realiza insa prin simpla reducere a continutului de apa din sistem ci
doar prin reducerea concentratiei apei in faza organica sub valoarea de saturatie, deoarece
se cunoagste cd orice lichid organic saturat cu apa are valoarea activitatii apei egald cu 1,
chiar dacéd concentratia efectiva apei este mai mica decat 0,01 % [316]. Deci un continut
scazut de apd in sistem nu Inseamnd neapdrat §i o valoare subunitard a activitatii
termodinamice a apei. In literatura de specialitate sunt propuse metode pentru reducerea
activitatii apei, cum ar fi indepartarea progresiva apei din sistem sub vid sau addugarea de
site moleculare in amestecul de reactie [313]. Aceste metode nu sunt aplicabile insi in
cazul sistemului nostru deoarece, asa cum au aratat rezultatele experimentale, reactia nu
are loc in absenta unei concentratii minime de apa.

Acest studiu a urmarit determinarea conditiilor optime de sintezd pentru
esterificarea acidului oleic cu glicerina, catalizatd de lipaza pancreaticd, in sistem bifazic
emulsionat. Pentru exprimarea cantitativd a activitdtii de esterificare s-au determinat
vitezele initiale aparente de reactie. S-a urmirit nu atat obtinerea unui produs foarte bogat
in monoester, cdt a unei compozitii care sd se incadreze In limitele stabilite pentru
emulgatorii pe baza de gliceride.

Mono- si digliceridele acizilor grasi sunt utilizati pe scara larga drept emulgatori in
industria alimentard, cosmetica si farmaceutici. Amestecurile ce contin intre 40-48 %
monogliceride, 30-40 % digliceride, 5-10 % trigliceride, 0,2-9 % acizi grasi liberi si 4-8 %
glicerina sunt cunoscute sub denumirea tehnici de monogliceride. In ce priveste utilizarea
ca aditiv alimentar (codul E.E.C. este E471), normele impuse de Organizatia Mondiala a
Sanatatii sunt [317]:

- continut in mono- si digliceride de cel putin 70 % (greutate);

- continutul in monogliceride nu poate fi mai scazut de 30 % (greutate);

- continutul in acizi grasi, glicerind si trigliceride nu poate depasi 3, 7 si respectiv
10 %.

Pentru unele aplicatii, de exemplu 1n patiserie, este necesara utilizarea
monogliceridelor in forma mai pura (90-97 %), ceea ce se face prin distilarea moleculari a
amestecurilor mentionate [318].

Asa cum a aritat analiza produsului de reactie, acesta este constituit din fractiuni
apropiate de monoester si diester si doar putin triester, format ca urmare a izomerizarii unei
mici cantitati de 1,3-dioleat in 1,2-dioleat, acesta putind fi esterificat mai departe la
trioleat.
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Pe baza ecuatiei constantei de echilibru a monogliceridei in sistem bifazic rezulta
cd, In conditiile in care ceilal{i parametri ai procesului sunt stabilifi, raportul dintre
monooleat si dioleat ar putea fi reglat prin modificarea compozitiei sistemului de reactie,
care sd determine modificarea coeficientilor de activitate. Acest lucru ar fi posibil prin
introducerea unui solvent organic in sistem. Probabil ca un solvent cu polaritate mai mare
ar favoriza obtinerea preferenfiald a monoesterului, pentru ci acesta avand polaritatea cea
mai mare dintre produsi ar fi solvatat cel mai bine. O asemenea favorizare este insi si ea
limitatd, deoarece s-a constatat cd la concentratii mari de monoester, acesta devine un
substrat pentru lipazd mai bun decét glicerina [319].

Obtinerea unei fractiuni cdt mai mari de monoester in cadrul produsului nu a
constituit scopul primordial al acestei cercetari, ci doar incadrarea compozitiei produsului
in limitele stabilite pentru emulgatorii alimentari, ceea ce s-a realizat fard probleme, daci
facem abstractie de acidul oleic nereactionat. Indepirtarea acestuia se poate face fara
probleme deosebite prin extractie alcalind [320]. Este posibild evident §i separarea
monooleatului si dioeatului (dacd este cazul) din produs prin distilare moleculara, aga cum
se face in cazul produsilor obtinuti prin sinteza chimicé. O alternativi interesanta si simpla
a fost sugerata recent de Edmundo s.a. [321]. Ei au constatat ca prin trecerea unui amestec
de monooleat de glicerind, dioleat de glicerind si acid oleic peste o coloand umpluti cu
silicagel uscat, monooleatul a fost retinut in totalitate, in timp ce ceilalti compusi nu au fost
retinuti.

Concluziile acestor cercetari sunt:

- Prezenta emulgatorilor determind cregterea activitatii catalitice a enzimei cu pana
la 36 %, desi reactia are loc in conditii relativ bune si In absenta emulgatorului, datorita
proprietitilor de emulsifiere ale componentelor sistemului de reactie.

- Nu apar diferente semnificative Intre emulgatorii din diferite clase, ceea ce face
posibila utilizarea unor emulgatori industriali din clasa nonilfenolilor etoxilati.
Concentratia optimd de emulgator (determinatd pentru Dowfax 9N 10) s-a situat in
domeniul 0,05-0,15 %.

- Raportul molar al reactantilor are o influentd semnificativa asupra reactiei, in
sensul cd este necesar un raport molar glicerind/acid oleic de cel putin 3:1 pentru ca reactia
sa aiba loc cu vitezd semnificativa. In cazul nostru raportul molar optim este de 6:1, dar
trebuie mentionat ca activitatea enzimei la raportul de 3:1 este doar cu 15 % mai mica.

- Prezenta apei in acest sistem de reactie este neaparat necesard, in sensul ca
esterificarea nu are loc decdt in prezenta unei concentratii minime de api, estimati la
aproximativ 5 % din masa totald a amestecului de reactie. Activitatea maxima a enzimei se
inregistreaza la un raport molar apé/acid oleic intre 5+6 (corespunzand unui confinut initial
de apd de aproximativ 10-12 % masi) si este corelatd cu o conversie la echilibru a
substratului limitativ de peste 60 %. Pozifia echilibrului termodinamic nu este influentata
de concentratia apei in sistem la acest ordin de marime, aceasta aviand totusi un rol
important prin efectul asupra vitezei de reactie si a transferului de masa.

- In conditiile in care activitatea enzimei in acest sistem de reactie este maxima:
concentratie de emulgator de 0,05 % fata de acidul oleic, raport molar glicerind/acid oleic
de 6:1 si continut initial de apa al sistemului intre 10-12 %, se ajunge la o conversie de
peste 60 % dupa 100 de ore de reactie. Tindnd cont de faptul ci viteza de reactie scade
mult in apropierea echilibrului, din punct de vedere preparativ este de preferat oprirea
reactiei dupd 10 ore (cdnd conversia substratului limitativ ajunge la aproape 50%) si
recircularea materiilor prime nereactionate.
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8.2 Acilarea enzimatica a diolilor prin reactii de transesterificare [324]

Diolii reprezintd intermediari valorosi pentru sinteza a numerosi compusi de
importantd practicd. In multe din aplicatiile lor este necesard protejarea grupei -OH
primare. Prin metodele clasice cunoscute, acest lucru se realizeaza prin utilizarea unor
reactivi specifici sau prin crearea unor conditii particulare de reactie, ceea ce face destul de
dificila obtinerea unor monoesteri ai diolilor pe cale chimici. Metodele clasice de acilare
cu acizi carboxilici, cloruri acide sau anhidride determind in general obtinerea unui
amestec de mono- si diesteri. In aceste conditii utilizarea regioselectivitatii reactiilor
catalizate de lipaze pentru obtinerea selectiva a derivatilor monoacilati ai diolilor poate fi o
posibilitate interesanta.

Deoarece vitezele reactiilor de esterificare directi ai alcoolilor polihidroxilici sunt
destul de mici in medii bifazice si sunt influentate nefavorabil de prezenta apei, asa cum
s-a vazut in cazul glicerinei, pentru investigarea obtinerii compusilor mentionati s-a ales
reactia de transesterificare. Esterii acetici sunt accesibili in cantitati mari si la un pret redus
si au avantajul de a fi solventi foarte buni care pot indeplini in acelasi timp si rol de mediu
de reactie. In acest mod se realizeazi un mediu omogen in care doar enzima reprezinti o
faza distinctd, fara a fi necesard utilizarea unui solvent organic, iar excesul de acetat de
alchil favorizeaza si deplasarea echilibrului in directia obtinerii derivatilor acetilati ai
diolilor respectivi. Acest exces poate fi usor indepértat prin distilare la terminarea reactiei.

Aceste cercetari au fost orientate pe doud directii:

- studiul acilarii unor dioli avand numai grupe hidroxil primare si determinarea
unor parametri cinetici ai acestor reactii;

- studiul acilarii regioselective a unor dioli avand o grupd hidroxil primara si una
secundara.

Reactiile au fost efectuate intr-un reactor termostatat cu capacitatea de 50 ml,
prevdzut cu agitare magnetica, la temperatura de 37°C. Amestecul de reactie a fost
constituit din 38 ml acetat de alchil si 0,02 moli diol. In sistemul initial au fost introdusi si
0,5 ml n-hexadecan, care a avut rol de standard intern pentru analiza cromatografica.
Reactivii utilizati au fost de puritate analitica, fard a fi supusi unor operatii de purificare
suplimentara, dupa cum urmeaza: acetat de metil, acetat de etil si acetat de n-butil de la
Chimopar S.A., acetat de n-propil, n-hexadecan (Merck), 1,3-propandiol, 1,2-propandiol,
2-etil-1,3-hexandiol (Fluka), 1,3-butandiol, 2,3-butandiol, 1,4-butandiol (Riedel de Haen),
1,5-pentandiol, 1,6-hexandiol, 2,5-hexandiol, 2,2-dimetil-1,3-propandiol (neopentilglicol),
(Merck). Lipaza pancreatica folositd a fost obtinuta in laborator prin precipitare cu acetona,
in modul descris anterior.

Urmarirea evolutiei reactiei s-a facut timp de 48 h, prin prelevare de probe la
intervale determinate, probe ce au fost apoi analizate prin cromatografie gaz-lichid. S-a
utilizat o coloani de 2m x 4 mm din otel inoxidabil umpluta cu metilfenilsilicon OV-17 cu
concentratia 5 %, depus pe Chromosorb W-AW DMCS de 80-100 mesh. Conditiile de
analizd cromatografici au fost: temperatura coloanei liniar crescitoare intre 8§0-250°C cu
viteza de 12°C/minut, gaz purtitor azot, cu debitul de 15 ml/minut. Dupd terminarea
reactiei, lipaza a fost separata prin filtrarea enzimei insolubile in mediul de reactie, dupa
care produsul s-a izolat prin evaporarea sau distilarea excesului de acetat de alchil.

Figura 8.5 reda un exemplu de asemenea cromatograma, obtinutd pentru reactia de
transesterificare dintre 1,5-pentandiol §i acetat de etil, dupa 24 h de reactie. Identificarea
picurilor diolului si n-hexadecanului s-a facut pe baza timpilor de retentie, folosind ca
etaloane componentele pure. Pentru produsii de reactie s-a presupus ca eluarea pe aceasta
coloani cu polaritate medie are loc in ordinea cresterii masei moleculare si a temperaturii
de fierbere, deci primul va elua monoesterul.
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Figura 8.5. Cromatograma gaz-lichid a amestecului de reactie de la acilarea
1,5-pentandiolului cu acetat de etil, In prezenta lipazei pancreatice, dupa 24 h.
(1- acetat de etil; 2- 1,5-pentandiol; 3- monoacetat de 1,5-pentandiol;
4- diacetat de 1,5-pentandiol; 5- n-hexadecan)

8.2.1. Acilarea enzimatica a unor dioli cu doui grupari hidroxil primare

Au fost studiati diolii cu catene liniare, de la 1,3-propandiol la 1,6-hexandiol.
Reactia care are loc poate fi scrisd in forma generala astfel:

lipaza
|CH2 —(CHyn— (|3H2 + CH;— lC| —OR (IZHz —(CHypn— lCH2 + R—OH
OH OH O O0C—CH; OH

lipaza
?Hz —(CHy)n— (ITHZ + CH3— ﬁ —OR ICH2 —(CHy)n— |CH2 + R—OH
00C—CH;j; OH 0] O0OC—CH; O0C—CH;

n=1..4 R = alchil

Pe baza sciderii concentratiei diolului, determinatd prin analiza cromatografica, s-au
calculat conversiile totale ale diolilor in diferite momente ale reactiei, iar pe baza
rapoartelor ariilor picurilor de monoester si diester, randamentele de formare ale acestor

produsi.
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8.2.1.1. Relatiile de calcul si modelul cinetic
Rapoartele dintre aria picului diolului i aria picului standardului sunt proportionale

cu rapoartele dintre concentratiile corespunzitoare, in orice moment t al reactiei, prin
intermediul unei constante k (considerand ca dreapta de etalonare trece prin origine):

) [ Ca
()-(2)

de unde rezultd concentratia diolului in momentul t al reactiei:

(C.), =(A" ] <) (8.2)

k

In mod similar, concentratia initiala a diolului este:

(C.)s =[A" )0 (), (8.3)

A k

St

Conversia diolului la timpul t este:

_Ca)y-(el), _,_(C),
(C.),

(Ca)s

Inlocuind in aceasta relatie si tinand cont de faptul ci concentratia standardului rimane
nemodificata, obtinem:

(8.4)

(8.5)

Neavand substante etalon pentru derivatii mono §i diacilati ai diolilor, calculul
concentratiilor de monoester §i diester din amestecul de reactie s-a ficut pe baza
rationamentului urmator:

- monoesterul si diesterul unui anumit diol sunt compusi asemanatori din punct de
vedere al raspunsului detectorului de ionizare in flacira, asadar raportul ariilor lor este egal
cu raportul concentratiilor (considerand raspunsul detectorului liniar in ambele cazuri);

P!
LN

ME

= ZME (8.6)

DE ADE

0

- in reactie nu se formeaza nici un alt produs in afara de monoester si diester, deci
numarul de moli de diol transformat este egal cu suma numarului de moli de monoester si
diester format, in orice moment al reactiei:
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(C.)o —(C,), =Cye +Cg (moli/l) (8.7)

- concentratia molard de mono- si diester din amestecul de reactie la un anumit timp
se va putea calcula astfel:

C,. =¥ C (moli/l) (8.8)
ADE
A
X- (Cd )0 = AME 'CDE + CDE = CDE (1 + jME)
DE DE
x-(c
Cop = ——(A"—)" (moli/t) (8.9)
14+ 22E
DE
x-(c
Cpp = X-Cae (molil) (8.10)
1+ Ape
ME

unde: CyE si Cpg reprezintd concentratiile de monoester si diester in moli/l, Cq4
reprezintd concentratia initiald a diolului in moli/l, iar Apg §i Apg reprezinti ariile picurilor
de monoester si diester in momentul t al reactiei.

Cunoscand concentratia molara a fiecarui component al sistemului, se poate realiza
urmirirea cinetici a evolutiei acestor reactii. In figura 8.6 este prezentat un astfel de
exemplu, pentru transesterificarea 1,4-butandiolului cu acetat de etil. Datele pe baza
cérora a fost construité figura 8.6 sunt redate in tabelul 8.5.

Tabelul 8.5. Acilarea 1,4-butandiolului cu acetat de etil, la 37°C, in cataliza lipazei

pancreatice
Timp | Conversie diol | Concentratie diol | Conc. monoester Conc. diester
h moli/l moli/l moli/l
0 - 0,496 - -
1 0,109 0,443 0,048 0,005
2 0,203 0,395 0,091 0.010
4 0,317 0,353 0,105 0,038
5 0,398 0,299 0,142 0,055
6 0,495 0,251 0,174 0,071
7 0,536 0,231 0,182 0,083
8 0,564 0,217 0,184 0,095
22 0,757 0,122 0,187 0,187
24 0,784 0,108 0,195 0,193
31 0,853 0,074 0,203 0,219
48 0,920 0,043 0,183 0,270
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Figura 8.6. Evolutia in timp a reactiei de acilare a 1,4-butandiolului cu acetat de
etil, catalizata de lipaza pancreatica

Se poate remarca faptul ci se inregistreazi o conversie de peste 90 % a diolului. In
prima faza a reactiei are loc in mod preferential formarea monoesterului. Concentratia
monoesterului se stabilizeaza apoi la o valoare in jur de 0,19 moli/l, iar dupd un timp
scade, deoarece in ultima faza a reactiei formarea diesterului are loc preponderent pe
seama monoesterului obtinut in prima etapd. Se poate afirma deci céd lipaza nu manifesta
selectivitate fatd de diol comparativ cu monoesterul, ambii fiind substraturi la fel de bune.
Astfel se explicd faptul cd o perioadd lunga de timp concentratia de monoester din sistem
ramane practic constanta.

Valorile conversiilor diolilor calculate la diferite momente ale reactiilor au
constituit punctul de plecare pentru calculele cinetice. Aceste calcule au urmarit
determinarea unor parametr cinetici specifici, pe baza modelului cinetic al reactiilor de
transesterificare ale diolilor. Modelul se bazeaza pe relatia parametricda (5.17) pentru
determinarea conversiei in functie de timp, asa cum s-a discutat anterior. Dupa cum s-a
precizat, acest model nu tine cont de existenfa a mai multe substraturi si reactii
consecutive, tratind procesul la nivel global. In cazul acestei reactii insi avem o situatie
diferitd de cea de la esterificarea glicerinei, in sensul c& reactantul limitativ este compusul
hidroxilic si prin determinarea conversiei diolului in functie de timp se mdsoara de fapt
numai conversia in monoester. In aceste conditii si parametrii cinetici determinati vor
caracteriza numai prima dintre cele doua reactii care au loc, cea de obtinere a
monoesterului. Totusi putem considera cd aceste date sunt utile pentru cunoagterea
procesului §i evaluarea influentei naturii agentului de acilare si a lungimii catenei
hidrocarbonate a diolului, mai ales daci tinem cont de faptul ci viteza initialad determinata
este de fapt cea de formare a monoesterului.
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In figura 8.7 este prezentat un model de asemenea calcul cinetic, pentru aceeasi
reactie dintre 1,4-butandiol §i acetat de etil. Datele de conversie ale diolului au fost
preluate din tabelul 8.5.

1,01
0,8-
0,6

0,4

Conversie diol

0,24

00—
o 10 20 30 40 50 60

Timp, ore

Figura 8.7. Modelarea cinetici a reacﬁei dintre 1,4-butandiol si acetat de etil,
catalizatd de lipaza pancreaticd (curba reprezinta corelarea conform
ecuatiei 5.17)

Datele initiale pentru acest calcul cinetic au fost:
- concentratia initiala a diolului: 0,496 moli/l;
- concentratia initiald a acetatului de etil: 9,66 moli/l.

Rezultatele corelarii cu modelul cinetic sunt:
- viteza inifiala de reactie: 0,055 ht:
- constanta de vitezi a reactiei de formare a monoesterului: 11,8 x 102 I-mol*-h™".

8.2.1.2. Influenta lungimii catenei hidrocarbonate a diolului si agentului de
acilare asupra randamentului i vitezei de reactie

Reactiile catalizate de lipazd sunt influentate, asa cum s-a aratat, pe langéd natura
grupdrilor reactante si de structura si conformatia restului moleculei, care are rol in
orientarea §i fixarea enzimei intr-o pozitie cat mai favorabila pentru formarea complexului
enzimi-substrat. In cazul reactiilor de acilare a diolilor mecanismul catalitic implicd in
prima etapd formarea intermediarului acil-enzimi pe seama esterului utilizat drept agent de
acilare, urmaté de reactia cu compusul hidroxilic (diol sau monoester). Este de presupus cd
atat natura grupdrii alchil a agentului de acilare, cit si lungimea catenei hidrocarbonate a
diolului pot avea influentd asupra desfasurarii reactiei. Pentru acest studiu au fost testati
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acetatii alcoolilor inferiori, care sunt esteri fabricati la scara industriala si accesibili la un
pret moderat. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 8.6.

Tabelul 8.6. Acilarea biocataliticd a unor dioli cu grupari hidroxil primare in prezenta
lipazei pancreatice

Diol Ester Conversia | Viteza inifiala k,
dupi 48 h h'! I-mol-h’!
Acetat de metil 0,42 0,036 0,0061
1,3-Propandiol | Acetat de etil 0,84 0,058 0,0120
Acetat de n-propil 0,89 0,061 0,0139
Acetat de n-butil 0,95 0,122 0,0330
Acetat de metil 0,53 0,044 0,0074
1,4-Butandiol | Acetat de etil 0,92 0,055 0,0118
Acetat de n-propil 0,89 0,063 0,0133
Acetat de n-butil 0,99 0,126 0,0338
Acetat de metil 0,63 0,049 0,0083
1,5-Pentandiol | Acetat de etil 0,87 0,055 0,0120
Acetat de n-propil 0,88 0,056 0,0136
Acetat de n-butil 0,95 0,123 0,0339
Acetat de metil 0,72 0,062 0,0108
1,6-Hexandiol | Acetat de etil 0,94 0,064 0,0128
Acetat de n-propil 0,93 0,060 0,0134
Acetat de n-butil 0,99 0,120 0,0344

Pe baza rezultatelor acestui tabel a fost construit graficul din figura 8.8. Se poate
constata ca dupa 48 de ore s-au obfinut conversii ridicate, de peste 85%, exceptind reactiile
in care drept agent de acilare a fost folosit acetatul de metil. Vitezele de reactie nu depind
de lungimea catenei hidrocarbonate a diolului decéit in cazul reactiilor cu acetatul de metil,
care prezintd si efectul inhibitor cel mai pronuntat asupra enzimei, in schimb sunt
influentate de natura agentului de acilare. Acest lucru este normal dacéd se fine cont de
mecanismul procesului, care implicd, asa cum s-a aratat, formarea intermediarului acil-
enzima prin fixarea esterului la centrul activ al enzimei. Reactia are loc cu viteza mai mare
odatd cu crestera lungimii restului alchil .al moleculei agentului de acilare si este,
comparativ, mai mare dacd acesta este format dintr-un numar par de atomi de carbon. Cele
mai bune rezultate s-au obtinut in reactiile de transesterificare cu acetat de n-butil, produsul
de reactie fiind, in toate cazurile, un amestec de monoacetat si diacetat al diolului
respectiv. Deoarece valorificarea in scopuri sintetice a acestor reactii ar fi posibila mai ales
pentru obtinerea de monoesteri ai diolilor, in continuare a fost urmairitd obfinerea de
asemenea derivati prin utilizarea drept materii prime a unor 1,3-dioli avind o grupare
hidroxil legatd de un atom de carbon secundar.
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Figura 8.8. Constante de viteza pentru formarea derivatilor seseacetilati ai unor
dioli in reactii de transesterificare catalizate de lipaza pancreatica

8.2.2. Acilarea enzimatica regioselectiva a unor dioli avand o grupa
hidroxil primara si una secundara

Se cunoagte faptul céd selectivitatea lipazelor fata de alcooli este diferita in functie
de faptul daca gruparea hidroxilicd este legatd de un atom de carbon primar, secundar sau
tertiar, scdzand in aceasta ordine. Ar fi deci de asteptat ca si in cazul diolilor, reactivitatea
gruparilor hidroxil primare s fie diferitd de a celor secundare in reactii catalizate de lipaze.
Au fost studiate reactiile de acilare a unor dioli ce posedd asemenea grupari: 1,3-butandiol
si 2-etil-1,3-hexandiol, prin transesterificare cu acetati de alchil in prezenta lipazelor.
Agentii de acilare au fost aceiasi ca la precedentul experiment. Pentru a compara
activitatea catalitica a lipazei obtinute in laborator cu cea a unor enzime comerciale, au fost
incercate si lipazele din Candida cylindracea (Sigma) si cea imobilizatd din Mucor miehei
(Lipozyme, Novo Industri).

Esterul a indeplinit si rol de solvent pentru componentele mediului de reactie, cu
exceptia enzimei. Reactiile au fost efectuate la temperatura de 37°C, durata reactiilor
depinzand de conversia substratului, dar fiind in majoritatea cazurilor 48 de ore. Dupa
terminarea reactiei, lipaza a fost separata prin filtrarea masei de reactie, dupa care produsul
s-a izolat prin evaporarea sau distilarea restului de acetat de alchil.

Evolutia reactiilor de transesterificare a fost urmaéritd in timp prin analizd
cromatograficd, aga cum s-a aritat. Pe baza scdderii concentratiei diolilor s-au calculat
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conversiile totale ale diolilor, iar pe baza rapoartelor ariilor picurilor de monoester si
diester, randamentele de formare ale acestor produsi.

Reactiile au decurs regioselectiv, aceasta selectivitate avind la baza discriminarea
cinetica, deoarece in majoritatea reactiilor la sfirgit se formeaza si derivatul diacilat in
cantitati mici. Pentru exemplificare am ales reactia dintre acetat de n-butil si 1,3-butandiol.
Rezultatele sunt prezentate in tabelul 8.7, iar variatia concentratiilor componentelor in timp
se poate urmiri in graficul din figura 8.9.

Tabelul 8.7. Acilarea 1,3-butandiolului cu acetat de n-butil, la 37°C, in cataliza lipazei

pancreatice

Timp | Conversie diol | Concentratie diol | Conc. monoester Conc. diester

h moli/l moli/l moli/]

0 - 0,496 - -

0,5 0,137 0,428 0,068 -

1 0,272 0,361 0,135 -

2 0,383 0,306 0,190 -

3 0,525 0,236 0,260 -

4 0,574 0,211 0,285 -

5 0,676 0,161 0,335 -

6 0,702 0,148 0,348 -

8 0,765 0,117 0,371 0,008
24 0,885 0,057 0,410 0,029
48 0,889 0,053 0,392 0,051

Se poate observa céd in primele 8 ore de reactie raportul monoester:diester format
este mare, de aproximativ 98:2, iar dupd 24 de ore de reactie, in conditiile obtinerii unei
conversii de aproape 90 %, acest raport este de 93:7. Evident cid in conditiile in care se
urmareste obtinerea monoesterului reactia trebuie opritd dupd 24 de ore, deoarece in
continuare are loc doar formare de diester pe seama monoesterului. Din rezultatele
prezentate 1n tabelul 8.7 se poate remarca i viteza mare de reactie obtinuta prin utilizarea
acetatului de n-butil drept agent de acilare, conversia depasind 50% dupa 3 ore. Se
confirmd deci concluziile de la acilarea diolilor cu ambele grupari hidroxil primare.
Determindrile cinetice arata (tabelul 8.8), asa cum era de asteptat, ca exista aceeasi tendintd
de crestere a vitezelor de reactie odatd cu crestera lungimii lantului alchil din molecula
agentului de acilare. La acilarea 1,3-butandiolului comparativ cu 1,4-butandiolul (tabelul
8.6) se constatd o usoard sciddere a acestor viteze dacd agentul de acilare este acetatul de
metil sau etil, ceea ce se datoreste probabil efectului gruparii OH din pozitia 3. In acelasi
timp, acilarea 1,2-propandiolului nu a fost posibild cu acetat de metil. Aceastd influenta
nefavorabild a prezentei unor substituenti in molecula diolului in vecinitatea grupdrii
reactive este confirmati de scdderea vitezei de reactie in cazul acilarii 2-etil-1,3-
hexandiolului, unde vitezele de reactie sunt considerabil mai scdzute comparativ cu
1,6-hexandiolul. In cazul neopentilglicolului, care are doi substituenti metil in pozitia 2,
reactia de acilare nu a avut loc. In aceste situatii putem presupune ci accesul reactantului la
intermediarul acil-enzim3 este impiedicat si cea de-a doua etapid a reactiei devine
determinanta de viteza.

166

BUPT



1

Concentratie, mol/l

n 1

,3-butandiol

® monoeser

A dieder

e
\M—————————l
A
20 30 40 50
Timp, ore

Figura 8.9. Evolutia in timp a reactiei de acilare a 1,3-butandiolului cu acetat de
n-butil, catalizata de lipaza pancreatica

Tabelul 8.8. Acilarea biocataliticd a unor dioli cu grupari hidroxil primare i secundare
in prezenta lipazei pancreatice

Diol Ester Conversia | Viteza initiala k;
dupi 48 h h! - mol’ "k
1,2-Propandiol | Acetat de metil - - -
Acetat de metil 0,466 0,030 0,0050
1,3-Butandiol | Acetat de etil 0,803 0,043 0,0089
Acetat de n-propil 0,764 0,056 0,0137
Acetat de n-butil 0,889 0,124 0,0330
2-Etil-1,3- Acetat de etil 0,538 0,031 0,0066
hexandiol Acetat de n-propil 0,398 0,022 0,0053
Acetat de n-butil 0,587 0,043 0,0094
2,2-Dimetil- Acetat de etil - - -
1,3-propandiol

Asa cum s-a mentionat, au fost incercate si alte tipuri de lipaze, de origine
microbiand, pentru obtinerea derivatilor monoacetilati ai diolilor posedand o grupd hidroxil
primara §i una secundard. O sintezd a rezultatelor experimentale este prezentatd in tabelul
8.9, In care s-a luat in considerare randamentul in produsi de reactie la intreruperea

sintezei. Pentru cele mai multe sinteze acest moment inseamnd 48 de ore de reactie.
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Tabelul 8.9. Randamentele in monoester si diester pentru reactiile de acetilare ale
1,3-butandiolului, catalizate de lipaze, la 37°C.

Tipul esterului Tipul lipazei Randament in Randament in
monoester (%) diester (%)

acetat de metil pancreatica 46,6 -

acetat de etil pancreatica 76,6 3,7
acetat de n-propil | pancreatica 73,3 3,1
acetat de n-butil* | pancreatica 82,7 5,8
acetat de n-butil | Lipozyme 67,2 -

acetat de n-butil Candida cylindracea 52,7 2,2

*dupa 24 de ore de reactie

Dupa cum se poate cu usurintd remarca din tabelul de mai sus, acetilarea diolului a
fost regioselectiva pentru toate lipazele studiate, cu o mentiune particulard pentru
preparatul Lipozyme. Diferentierea intre derivatul monoacilat i cel diacilat se face pe cale
cineticd, viteza de formare a monoesterului fiind mult mai mare, motiv pentru care cantitati
detectabile de diester apar numai in faza finala a reactiei. In cele mai multe cazuri, s-au
obtinut randamente ridicate dupa 48 h de reactie. Cel mai mare randament In monoester s-a
realizat in cazul folosirii lipazei pancreatice drept catalizator §i a acetatului de n-butil drept
agent de acilare. Se mai poate remarca i aici specificitatea lipazei pentru catenele liniare
contindnd 4 atomi de carbon, care a fost observata gi la alte reactii. Viteza de reactie
ridicatd a determinat Insa obtinerea si a diesterului intr-un raport mai mare, comparativ cu
ceilalti agenti de acilare. In cazul catalizei cu Lipozyme conversia este mai scizuti, insa
regioselectivitatea este foarte bund, obtindndu-se practic numai monoester.

Regioselectivitatea lipazei pentru gruparile hidroxilice primare ale diolilor a fost
confirmatd de faptul cd nu s-a reusit acilarea unor dioli avind ambele grupiri hidroxil
legate de atomi de carbon secundari: 2,3-butandiol si 2,5-hexandiol.

8.2.3. Concluzii

A fost realizat un model experimental si unul cinetic pentru studiul reactiilor de
acilare enzimaticd ale alcoolilor dihidroxilici contindnd grupari functionale hidroxilice
primare §i secundare. S-a constatat ca reactia are loc regioselectiv In prezenta enzimei,
aceastd selectivitate fiind rodul unei discrimindri cinetice intre gruparile hidroxilice
primare §i secundare ale substratului. Lipaza pancreatica obtinuta in laborator s-a dovedit a
fi un catalizator foarte eficient pentru aceste reactii, iar agentul de acilare cu cele mai bune
rezultate a fost acetatul de n-butil. Rezultatele obtinute deschid calea obtinerii pe cale
enzimatica a unor derivafi monoacilati ai dioliolor si ai altor alcooli polhidroxilici.
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Concluzii generale

1. Lipazele reprezintd biocatalizatori de mare perspectiva pentru o serie de procese
de sintezd organicd, ele combinidnd avantajele activititii fatd de un mare numiar de
substraturi cu cele ale unor selectivitati ridicate. Un alt mare avantaj al lipazelor este acela
ca actioneaza atdt asupra substraturilor solubile cat si a celor insolubile, fixarea enzimei la
interfatd fiind Insotitd chiar de cresterea activitdfii. Aceastd remarcabild diversitate
functionala este corelatd in bund masurad cu provenienta enzimei, dar si cu modalitatea in
care a fost obtinut preparatul enzimatic. Obtinerea §i caracterizarea unor biocatalizatori cu
activitate lipazicd, de origine microbiani si animald, a fost impusd pe de o parte de
necesitatea de a dispune de preparate adecvate scopurilor urmarite, iar pe de alta de intentia
de a accede la asemenea biocatalizatori la un pret cat mai scazut. Este binecunoscut faptul
cd unul din principalele obstacole in calea aplicarii biotransformarilor la nivel industrial il
constituie costul ridicat al enzimelor.

2. Biosinteza lipazelor a fost studiata atat pe medii solide cét si in conditii submerse
pe mediu lichid, utilizdnd o tulpind de Aspergillus niger IC. Au fost optimizate
compozitiile mediilor de culturd pentru a obtine activitate lipazicd maxima. S-a constatat
ca valorile maxime ale activitatilor specifice sunt aproximativ aceleasi (1,2 U/mg proteina)
in cazul ambelor tipuri de culturi. Cultura pe mediu solid a dus la obtinerea unei cantititi
de proteinad considerabil mai mari. De asemenea, activitatea lipazicd raportatd la 1 ml
extract brut precum §i activitatea totala au fost mai mari decat in cazul culturii submerse. In
acelasi timp, productivitatea, definita prin raportul dintre activitatea totala si masa sursei de
carbon din mediu, a fost de doud ori mai mare in cazul culturii pe mediu lichid. Neexistand
diferente spectaculoase intre rezultatele pe medii lichide si solide, s-a preferat alegerea
variantei culturii submerse pentru a beneficia de binecunoscutele avantaje ale acestor tipuri
de culturi: omogenitatea mediului, transfer de cdldura mai eficient, prelucrarea mai ugoara
a biomasei rezultate in urma culturii, evitarea pericolului infectérii cu spori la prelucrarea
mediului. Din culturi de Aspergillus niger pe mediu lichid cu compozitie optimizata
continand fosfat monopotasic, azotat de amoniu, sulfat de magneziu, sulfat feros, zaharoza
si ulei de misline s-a obtinut un extract brut cu continut de proteind de 0,34 mg/ml si
activitate de 0,4 unitati/ml. Aceste valori sunt comparabile cu cele raportate pentru
asemenea tipuri de culturi in cazul altor microorganisme producatoare de lipaza.

3. Purificarea extractelor din culturi de Aspergillus niger s-a efectuat prin
precipitare cu sulfat de amoniu si gel-filtrare. Cele mai bune rezultate s-au realizat prin
trecerea extractului pe o coloani cu gel Sephadex G-75 si reunirea fractiunilor eluate care
aveau activitate lipazica, situatie in care s-a obtinut un factor de purificare de 6,4 ori
comparativ cu enzima bruti si un randament foarte bun de regasire a activititii enzimatice
totale (97 %). Obtinerea enzimelor din culturi microbiene la scara de laborator ridica totusi
o serie de probleme legate de manipularea unor volume mari de solutii, realizarea
conditiilor sterile, eliminarea pericolului de infectie.

4. S-a experimentat obtinerea unor preparate active de lipazd prin extractie din
pancreas de porc, un subprodus ieftin i accesibil in cantitdti mari. Preparatul brut s-a
obtinut prin deshidratarea si delipidizarea pancreasului proaspat cu acetoni si eter etilic, cu
un randament cuprins intre 7-10 % fata de pancreas. Activititile specifice s-au situat intre
1,1-2,0 unitdti/mg proteind, depinzind atit de materia prima cit si de perioada si conditiile
de stocare a acesteia pani la prelucrare, fiind comparabile si chiar mai mari decét ale unor
enzime comerciale oferite de firme cu renume.

5. Purificarea preparatului pancreatic brut s-a realizat prin cromatografie de
excluziune sterici preparativi pe gel Sephadex G-100 si prin precipitare cu solventi
organici. Extractia enzimei din preparatul brut a avut loc cel mai bine la pH 8,0 realizatd cu
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solutie tampon Tris/HCI si la o tdrie ionicd de 0,1 M NaCl. La purificarea prin
cromatografie pe gel urmati de precipitare cu acetona pana la un continut de acetona de
60 % s-au obtinut randamente bune (de pana la 60 %) de regasire a activititii lipazice si un
factor de purificare fata de produsul solid brut de 4,5. Din considerente practice s-a adoptat
totusi o variantd mai simpla, precipitarea direct cu acetond a extractelor apoase. S-a realizat
un factor de purificare mai mic, cuprins intre 2 §i 3, insd randamentul de regisire a
activitatii enzimatice totale a fost mare, de aproape 80 %. Cantitatea de preparat lipazic
purificat obtinutd in urma acestei proceduri a fost de aproximativ 30 % (masa) fata de
preparatul brut, iar activitatea preparatului de 2 unititi/mg. Acest preparat solid s-a dovedit
a fi activ, solubil in apa si stabil. Depozitat la o temperaturd intre 0-5°C, si-a mentinut
peste 70 % din activitatea initiala cel putin 2 ani de zile.

6. S-a demonstrat influenta pe care o are pH-ul solutiei de extractie din care se face
precipitarea cu acetond asupra activitatii preparatelor pancreatice purificate solide. Cea
mai mare activitate s-a inregistrat in cazul in care acest pH a avut valoarea 9, dar diferenta
de activitate fatd de preparatul obtinut la pH 8 a fost mica, in timp ce in cazul preparatului
precipitat la pH 7 s-a observat o dezactivare insemnati. Aceastd dependentd de pH se
datoreste modificarii unor interactiuni electrostatice in zona centrului activ al enzimei.
Enzima precipitatd cu solventi organici conserva in buna parte conformatia catalitic activa
dobéndita in solutia apoasa. Specificitatea de substrat a lipazei in reactia de hidrolizi a
trigliceridelor nu a depins de pH-ul solutiei din care a avut loc precipitarea cu acetona.
Aceastd specificitate a fost maxima fatd de trigliceridele cu resturi acil cu catend scurti
(C4). Se poate afirma ca structura sterica a centrului activ este aceeasi, indiferent de metoda
de purificare folositd si ca aceastd lungime de catend este cea mai favorabila formarii
intermediarului enzimi-substrat. Diferentele de activitate apar datoritd conformatiei
diferite a unei alte parti a moleculei enzimei, care in varianta defavorabild poate impiedica
accesul substratului la centrul activ.

7. Cea mai importanta proprietate a preparatelor enzimatice pancreatice purificate a
fost activitatea cataliticd in reactii de esterificare si transesterificare in solventi organici.
Reactiile model alese au fost esterificarea 1-pentanolului cu acid hexanoic, respectiv
transesterificarea tributiratului de glicerina cu 1-pentanol, in mediu de n-hexan. Activitatea
de esterificare cea mai mare s-a inregistrat In cazul preparatului obtinut prin precipitare la
pH 8 si acest preparat a permis obtinerea unei conversii de peste 90 % dupi o ord de
reactie. Chiar dacd activitatea in mediu organic este mai micad decét cea in mediu apos, se
poate afirma cd prin metoda elaborata s-a reusit conservarea in buna parte a conformatiei
catalitic active a lipazei. Aceastd enzima poate fi asadar utilizatd in scopuri preparative
pentru sinteza esterilor acizilor carboxilici.

8. A fost elaborat un model cinetic al reactiilor de esterificare si transesterificare
reversibile de ordinul II, in medii bifazice apa-solvent organic sau organice cu continut
redus de apad. Acest model permite calcularea unor parametri cinetici specifici: constanta
de viteza a reactiei directe si inverse, constanta de echilibru, viteza initiala de reactie, pe
baza estimarii valorilor optime a doi parametri: conversia de echilibru §i timpul necesar
atingerii a 50 % din conversia de echilibru. Valorile acestor parametri rezulta pe baza unui
calcul de optimizare a ecuatiei parametrice cu datele experimentale. Pentru aceasta a fost
elaborat un program original de calcul, care utilizeaza pentru optimizare metoda Simplex.

Modelul a fost verificat pentru mai multe reactii de esterificare §i transesterificare
catalizate de lipaze. S-au obtinut in tote cazurile coreliri foarte bune intre model si
punctele experimentale. In cazul reactiilor in care unul dintre substraturi este un poliol,
trebuie facutd precizarea ci modelul, intrucit se bazeaza pe valorile conversiei globale a
substratului limitativ, nu poate face diferentd intre reactivitatea diferitelor grupari
hidroxilice si se obtin parametri cinetici aparenti, corespunzatori reactiei globale.
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Veridicitatea modelului este cu atit mai buna cu cit numarul punctelor experimentale este
mai mare §i necesitd urmarirea reactiei pana la valori cat mai apropiate de echilibru.

9. Atat preparatele pancreatice brute cét si cele purificate obtinute in laborator au
dat rezultate bune la realizarea unor biotransformari in medii organice, avand activitati mai
mari decit lipaza comerciald de aceeasi provenienta pe care am avut-o la dispozitie (de la
Fluka).

10. A fost studiatd activitatea catalitici a lipazei pancreatice in reactia de
esterificare dintre acizi monocarboxilici gi alcooli monohidroxilici. S-a constatat ca enzima
isi mentine activitatea cataliticd in mediu de solventi organici in conditiile prezentei unei
cantititi reduse de apd, putdnd fi utilizatd pentru obtinerea esterilor mentionati cu
randamente ridicate. Au fost optimizati parametrii care influenteazi desfasurarea acestor
reactii.

Activitatea de esterificare creste liniar cu concentratia enzimei in domeniul 15-35
unitati enzimatice/mmoli substrat, fard sa apard fenomenul de saturare a substratului cu
enzimi. Reactia a fost favorizata in solventi organici cu polaritate scazuta, in timp ce in
solventi mai polari sau miscibili cu apa ca acetona sau dioxanul nu a avut loc sau viteza de
reactie a fost foarte mica. Tindnd cont de importanta apei din sistem pentru realizarea
interfetei de reactie si de miscibilitatea partiald a acestor solventi cu apa, se poate
presupune ca ei realizeaza o deshidratare a enzimei, ceea ce determind pierderea activitatii
catalitice.

Elucidarea rolului apei reprezintd unul din cele mai importante aspecte ale acestor
sisteme. S-a demonstrat ca esterificarea are loc chiar in prezenta unor concentratii foarte
mici de api in sistem: 0,05-0,07%, cantitdfi ce pot proveni din materiile prime si enzima
introduse in reactie, dacé acestea nu au fost anhidrificate in mod deliberat. Viteza reactiei
creste aproximativ de 2,5 ori in prezenta unei concentratii initiale de apa de 0,3-0,5 %
(vol.). O consecinta importanta este cad apa rezultata din reactie nu influenteaza nefavorabil
reactia de esterificare.

Temperatura joacd un rol important in reactiile enzimatice. Activitatea de
esterificare a lipazei studiate creste cu temperatura in intervalul 25-50°C de 1,8 ori, insa
aceasti crestere nu este atit de importanti pentru a impune neapirat efectuarea reactiilor la
temperaturi ridicate, la care stabilitatea operationald a enzimei este mai scazuti din cauza
inactivarii termice. Temperatura optima pentru desfigurarea acestor reactii este in jur de
40°C.

Utilizarea unei concentratii initiale cat mai mari a substratului este importanti din
punct de vedere preparativ, dar este limitatd de posibilitatea aparifiei unor efecte de
inhibitie datorate substratului sau produsului. Cresterea concentratiei initiale a alcoolului in
domeniul 0,05-0,25 moli/l determina cresterea corespunzitoare a vitezei de reactie, in timp
ce cresterea concomitentd a concentratiei initiale a alcoolului si a acidului duce la inhibarea
reactiei la valori de peste 0,2 moli/l. Se poate trage concluzia cd efectul inhibitor asupra
esterificarii enzimatice apare ca urmare a cregterii concentratiei acidului carboxilic peste o
anumita limita.

11. Pe baza studiilor de raze X publicate in literatura de specialitate se cunoaste
faptul ca lipazele posedi doi centri de legare, diferiti de centrul activ, unul pentru restul de
acid si celdlalt pentru restul de alcool. Specificitatea de substrat depinde de conformatia si
flexibilitatea acestora, respectiv de natura aminoacizilor implicati §i interactiunile dintre
acestia, deci va fi diferitd pentru fiecare tip de enzima. Specificitatea lipazei pancreatice a
fost determinata pentru reactiile de esterificare mentionate prin metoda cineticd a vitezelor
initiale. Ea fost cea mai mare in raport cu acizii carboxilici cu catend hidrocarbonata scurta
(C4-Cs), fiind mai redusa in raport cu acizii cu catend medie C¢-Cy2 (15-20 % din valoarea
maxima), pentru a creste din nou in cazul acizilor cu catend lunga Ci¢-Cs (in jur de 50 %
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din valoarea maximad). Spre deosebire de acizii monocarboxilici, in cazul alcoolilor
monohidroxilici specificitatea de substrat determinati prin metoda cinetici mai este redusi,
vitezele initiale fiind putin dependente de lungimea catenei alcoolului in intervalul C4-Cg.
Explicatia constd in faptul ci etapa determinanta de vitezi este formarea intermediarului
acil-enzima, in care este implicat numai acidul.

12. In conditiile de reactie optime stabilite pentru reactia de esterificare catalizata
de lipaza pancreaticd in solventi organici, se pot obtine cu randamente ridicate si in conditii
energetice avantajoase o serie de esteri ai acizilor monocarboxilici cu alcooli
monohidroxilici, cu posibile utilizari ca $i compusi aromatizanti in industria alimentara.

13. Obtinerea esterilor alcoolilor di- si polihidroxilici reprezintd o altd posibilitate
de valorificare a potentialului biocatalitic al lipazelor. Esterii glicerinei cu acidul oleic pot
fi sintetizati In prezenta lipazei pancreatice in sistem bifazic emulsionat, pana la conversii
de echilibru de 60-65 %. Reactia este influentata de natura si concentratia emulgatorului,
raportul molar al reactantilor §i concentratia apei in sistem.

Prezenta emulgatorilor determina cresterea activitétii catalitice a enzimei cu pana
la 36 %, desi reactia are loc in conditii relativ bune si in absenta emulgatorului, datorita
proprietatilor emulsifiante ale componentelor sistemului de reactie. Nu apar diferente
semnificative intre emulgatorii din diferite clase, ceea ce face posibild utilizarea unor
emulgatori industriali din clasa nonilfenolilor etoxilati.

Raportul molar al reactantilor are o influentd semnificativa asupra reactiei, in sensul
ca este necesar un raport molar glicerind/acid oleic de cel putin 3:1 pentru ca reactia sa aiba
loc cu viteza semnificativa. Raportul molar optim pentru sistemul de reactie studiat a fost
de 6:1, dar trebuie mentionat ca activitatea enzimei la raportul de 3:1 este doar cu 15 %
mai micd, asadar se poate lucra la un raport apropiat de cel stoechiometric.

Prezenta apei este neapirat necesard, deoarece esterificarea nu are loc decét in
prezenta unei concentratii minime de apd, estimata la aproximativ 5 % din masa totala a
amestecului de reactie. Activitatea maxima a enzimei se inregistreazi la un raport molar
apd/acid oleic intre 5+6 (corespunzand unui continut initial de apa de aproximativ 10-12 %
masd) si este corelatd cu o conversie la echilibru a substratului limitativ de peste 60 %.
Pozitia echilibrului termodinamic nu este influentatd de concentratia apei in sistem la acest
ordin de méarime, aceasta avand totusi un rol important prin efectul asupra vitezei de reactie
si a transferului de masa.

In conditiile optime determinate in care activitatea enzimei fost maxima:
concentratie de emulgator de 0,05 % fata de acidul oleic, raport molar glicerind/acid oleic
de 6:1 si continut initial de apa al sistemului intre 10-12 %, s-a obtinut o conversie a
acidului oleic de peste 60 %, dupa aproximativ 100 de ore de reactie. Tindnd cont de faptul
cd viteza de reactie scade mult in apropierea echilibrului, din punct de vedere preparativ
este recomandabild oprirea reactiei dupd 10 ore, cdnd conversia substratului limitativ
ajunge la aproape 50% si recircularea materiilor prime nereactionate.

14. Acilarea diolilor se poate face regioselectiv in prezenta lipazelor, selectivitatea
bazindu-se pe discriminarea cineticd intre grupele hidroxil primare §i secundare. Acetatii
alcoolilor alifatici inferiori s-au dovedit a fi agenti de acilare eficienti pentru obtinerea unor
conversii de peste 90 %. Modelul cinetic al reactiilor catalizate de lipaze a permis si in
acest caz obtinerea unor informatii esentiale cu privire la desfasurarea acestor reactii. A
fost confirmata specificitatea lipazei pentru catena Cs, de data aceasta intermediarul acil-
enzimd fiind format cu participarea acetatului de alchil. Lipaza pancreaticd obtinutd in
laborator s-a dovedit a fi un biocatalizator foarte eficient pentru aceste reactii. Rezultatele
obtinute permit obtinerea chiar la nivel preparativ a unor derivati monoacilati ai dioliolor
si ai altor alcooli polihidroxilici, ca etapd intermediard in sinteze in care este necesard
protejarea unei grupdri hidroxilice primare.
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dotari specifice de microbiologie si biochimie, s-a reusit obtinerea unui biocatalizator cu
activitate lipazica cel putin comparabild cu preparatele comerciale de aceeasi provenienta.
Acesta a avut stabilitate in timp i stabilitate operationala remarcabila si s-a dovedit a fi
catalizator eficient intr-o serie de reactii de esterificare si transesterificare cu perspective
aplicative. Astfel au fost sintetizati o serie de esteri de alcooli mono- §i polihidroxilici,
stabilindu-se conditiile optime pentru aceste sinteze. Elaborarea unui model cinetic general
pentru reactii enzimatice reversibile de ordinul doi a facut posibild urmarirea desfasurarii
acestor procese in timp si calcularea unor parametri specifici, cu ajutorul cérora se poate
exprima cantitativ specificitatea catalitica a lipazei in reactiile studiate.
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