Enzimska sinteza i primena askorbil-estara masnih kiselina
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Izvod

Askorbil-estri masnih kiselina su liposolubilna antioksidativna jedinjenja koja se pod blagim
reakcionim uslovima mogu dobiti u reakcijama acilovanja vitamina C pomocu lipaza. Kao
reakcione sredine do sada su bili uspesno koris¢eni polarni organski rastvaraci, jonske
tecnosti i natkriticni fluidi. Na ravnoteznu konverziju, pozitivan efekat pokazala je kontrola
sadrzaja vode kao i upotreba aktiviranih acil donora, a negativan efekat je poskupljenje i/ili
smanjenje produktivnosti procesa. U ovom radu prikazan je kratak pregled do sada opi-
sanih postupaka enzimske sinteze askorbil-estara masnih kiselina sa navodenjem njihove
potencijalne primene kao aditiva u prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji.
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Prehrambeni i kozmeticki proizvodi sa visokim sa-
drzajem lipida, narocito mono- i polinezasi¢enih masnih
kiselina, podloZni su kvarenju izazvanom oksidativnim
procesima. Autooksidacija lipida je lan¢ani proces napa-
da slobodnih radikala na lipide u kome nastaju lipidni
hidroperoksidi Cijim se daljim razlaganjem formiraju je-
dinjenja kao $to su peroksidi, aldehidi, ketoni, nize
masne i oksi kiseline. Navedene klase jedinjenja su od-
govorne za uzeglost namirnica. Produzavanje roka upo-
trebe i oCuvanje nutritivne vrednosti lipofilnih proiz-
voda moze se postici koris¢enjem prirodnih i sintetskih
aditiva sa antioksidativnim dejstvom [1,2]. Antioksi-
dansi mogu biti jedinjenja razli¢ite hemijske strukture —
fenoli, hinoni, organske kiseline, sumporna jedinjenja i
enzimi, i njihovo dejstvo moZze biti zasnovano na razli-
¢itim mehanizmima — inaktivaciji lipidnih slobodnih ra-
dikala, sprecavanju razlaganja hidroperoksida na slo-
bodne radikale, sinergistickom dejstvu sa drugim anti-
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oksidansima, itd. [3]. Osnovni preduslovi za koris¢enje
nekog prirodnog ili sintetskog jedinjenja sa antioksida-
tivnim dejstvom kao aditiva u kozmetic¢kim proizvodima
ili hrani su da ne menja boju, miris i ukus proizvoda u
koji se dodaje, da je liposolubilno, netoksi¢no i stabilno
tokom duZeg vremenskog perioda i na povisenim tem-
peraturama [3]. Hemijski sintetisani antioksidansi (bu-
til-hidroksi-anizol (BHA), butil-hidroksi-toluen (BHT),
propil- galat (PG) i terc-butil-hidrohinon (TBHQ), slika
1), koji se uglavnom primenjuju u ove svrhe, pod fizio-
loskim uslovima se razlazu do toksi¢nih supstanci, pa je
opravdanost njihove upotrebe pod znakom pitanja
[4,5]. Osim toga, u reakcijama njihove sinteze upotreb-
ljavaju se rastvaraci i katalizatori koji nisu biokompa-
tibilni, a zbog izostanka regioselektivnosti i niskih pri-
nosa, izolovanje i preciS¢avanje proizvoda je kompliko-
vano. Iz tih razloga, namece se potreba za pronalaze-
njem novih, savremenijih antioksidanasa koji ¢e zado-
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Slika 1. Sintetski antioksidansi koji se upotrebljavaju u lipofilnim prehrambenim i kozmetickim proizvodima.

Figure 1. Synthetic antioxidants used in lipophilic food and cosmetics.
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voljavati uslov lipofilnosti i biti bezbedni za upotrebu
[6]. L-Askorbinska kiselina je prirodna supstanca poz-
nata po visokoj efikasnosti u vezivanju slobodnih radi-
kala, medutim nije je moguce upotrebljavati u proizvo-
dima sa visokim sadrzajem lipida s obzirom na njenu
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hidrosolubilnost (rastvara se 33 g na 100 ml vode) [7].
Askorbil-estri masnih kiselina su derivati prirodnih pro-
izvoda koji zadovoljavaju sve uslove potrebne za ko-
ris¢enje u takvim prehrambenim, kozmetickim i farma-
ceutskim proizvodima. Neki od njih imaju kapacitet za
vezivanje slobodnih radikala veéi od same L-askorbin-
ske kiseline, a pojedinima se pripisuje i delotvornost u
leCenju kancera i prevenciji bolesti izazvanih oksida-
tivnim stresom [8].

Estri masnih kiselina i vitamina C nastaju u reakciji
acilovanja, pri cemu acil donori (slika 2) mogu biti razli-
¢iti (masne kiseline, njihovi metil-, etil- i vinil-estri i tri-
gliceridi), a reakcija hemijski ili enzimski katalizovana.
Hemijska sinteza podrazumeva koriscenje kiselih ili baz-
nih katalizatora, izvodenje procesa na visokim tempera-
turama i upotrebu isparljivih organskih rastvaraca pri
ekstrakciji i hromatografiji. Pod takvim uslovima reak-
cija nije regioselektivna, postizu se niski prinosi, pa je i
dalje precis¢avanje proizvoda otezano, a dolazi i do de-
gradacije vitamina C [9,10]. | pored toga, danas se na
industrijskom nivou askorbil-estri masnih kiselina (pal-
mitinske, laurinske i stearinske) uglavnom proizvode na
ovaj nacin.

ENZIMSKA SINTEZA ASKORBIL-ESTARA MASNIH
KISELINA

Predmet mnogih istrazivanja je u poslednjih dece-
niju i po bila enzimska sinteza askorbil-estara masnih
kiselina u efikasnom i ekoloski prihvatljivom procesu
(slika 3). Lipaze (E.C.3.1.1.3.), pored svoje osnovne ulo-
ge u katalizovanju hidrolize triacilglicerola, primenjuju
se i u reakcijama esterifikacije, transesterifikacije i
interesterifikacije u brojnim industrijskim procesima
proizvodnje kozmetickih, prehrambenih i opticki Cistih
farmaceutskih sirovina i proizvoda [11,12]. Medutim,
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Slika 2. Strukture acil donora (R, R1, R2, R3 — alkil-grupa, R' —

Figure 2. Structures of acyl donors (R, R1, R2, R3 — alkyl group, R' —
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na putu komercijalizacije biosinteze askorbil-estara
masnih kiselina, i pored mogucnosti snizavanja trosko-
va proizvodnje i dobijanja viSih prinosa Cistijeg proiz-
voda pod blazim reakcionim uslovima, stoje prepreke
kao sto su duga reakciona vremena, visoka cena komer-
cijalnih enzimskih preparata i, u nekim opisanim pos-
tupcima, upotreba rastvaraca koji nisu biokompatibilni
[8]. Takode, najvedi broj istraZivanja posvecen enzim-
skoj sintezi askorbil-estara masnih kiselina izvoden je
sarzno, dok je samo nekoliko radova posveceno kon-
tinualnoj proizvodnji [13-15]. Iz tih razloga razvoj bio-
katalizovanih postupaka koji bi bili konkurentni klasic-
nim hemijskim metodama je od velikog znacaja.

Uticaj vrste i koncentracije lipaze na biosintezu
askorbil-estara masnih kiselina

Kao biokatalizatori u reakcijama nastajanja askorbil-
estara masnih kiselina u do sada objavljenoj literaturi
navode se lipaze Ciji su producenti Candida antarctica
(uglavnom izoenzim B) [16—19], Thermomyces lanugi-
nosus [20], Bacillus stearothermophylus (SB1 lipaza)
[21] i Rhizomucor miehei [22]. Enzimi koji su uspesno
primenjeni vec¢inom su komercijalni imobilisani prepa-
rati, dok su Sira upotreba sirovih enzimskih preparata i
rad na razvoju pogodnih tehnika imobilizacije izostali.

Burham i saradnici ispitali su uticaj vrste i koncen-
tracije lipaze na reakciju transesterifikacije palminog
ulja i vitamina C u t-butanolu. Utvrdeno je da je redo-
sled aktivnosti upotrebljenih komercijalnih enzimskih
preparata sledeci: Novozyme 435 (lipaza tipa B iz Can-
dida antarctica imobilisana na akrilnoj jonoizmeniji-
vackoj smoli) > Lipozyme TL IM (lipaza iz Thermomyces
lanuginosus imobilisana na silika gelu) > Lipozyme RM
IM (lipaza iz Rhizomucor miehei imobilisana na silika
gelu) i da je optimalni sadrZaj lipaze sa aspekta koncen-
tracije proizvoda, 12 mas.% (izrazeno na masu sup-
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Slika 3. Enzimska sinteza askorbil-estara masnih kiselina.
Figure 3. Enzymatic synthesis of fatty acid ascorbyl esters.

strata) [22]. Enzimi Lipozyme TL IM i Novozyme 435
uporedeni su kao biokatalizatori u reakciji transes-
terifikacije vitamina C i triglicerida [20]. Lipozyme TL IM
je, i pored toga Sto su pri njegovom koris¢enju pos-
tignuti nesto nizi prinosi, okarakterisan kao enzim koji
proces Cini ekonomicnijim, s obzirom na deset puta
nizu cenu, i zato je pri daljoj optimizaciji procesnih pa-
rametara koris¢en ovaj preparat. U istraZivanju posve-
¢enom biosintezi askorbil-oleata upotrebljena je lipaza
iz Candida antarctica tipa A imobilisana na nosac tipa 1
(Chirazyme L-5; C1) i tipa B imobilisana na nosace tipa
1, 2 i 3 (Chirazyme L-2; C1, C2i C3) i Novozyme 435, kao
i sirova lipaza istog producenta [23]. Znacajno bolji re-
zultati postignuti su kada je koriséen izoenzim B u od-
nosu na one dobijene sa izoenzimom A (10-20% vece
konverzije), a prinosi su u tom slucaju bili za 10-15%
viSi i od onih postignutih sa sirovim enzimskim prepa-
ratom. Za enzim koji je koris¢en u daljim eksperimen-
tima, Chirazyme L-2 C2, upotrebom u konsekutivnhim
reakcionim ciklusima, odredena je operaciona stabil-
nost — poluzivot imobilizovanog preparata iznosio je
deset dana. Lerin sa saradnicima je pri optimizaciji en-
zimske sinteze askorbil-palmitata varirao koncentraciju
biokatalizatora (Novozym 435) u opsegu od 1 do 20
mas.% (izrazeno prema koncentraciji supstrata), pri
¢emu su maksimalne vrednosti konverzije i pocetne br-
zine postignute sa 15 mas. % lipaze [19]. Pad prinosa pri
daljem povecanju sadrzaja enzima u reakcionoj smesi
objasnjen je pojavom agregata koji aktivni centar en-
zima Cine teZe dostupnim molekulima supstrata. Slican
rezultat je u svojoj studiji posvecenoj biosintezi askor-
bil-linolata dobio i Song sa saradnicima — vreme za koje
je postizana ravnoteza opadalo je sa porastom koncen-
tracije enzima do 80 g L™, dok je dalje povecanje sa-
drzaja lipaze dovelo do pada pocetne brzine reakcije [24].

Uticaj prirode acil donora na biosintezu askorbil-
estara masnih kiselina

Reakcija enzimske sinteze askorbil-estara izvodi se
sa masnim kiselinama, njihovim metil-, etil- i vinil-es-
trima i uljima kao acil donorima (slika 2). U najsiroj upo-
trebi su do skoro bili gotovo iskljucivo zasic¢eni acil do-
nori, Cija je primena ogranicena s obzirom na nepot-
punu rastvorljivost njihovih askorbil-estara u mastima i

Acil donor
—

uljima, pa je predmet novijih istrazivanja uglavnom sin-
teza estara vitamina C sa nezasi¢enim acil donorima.
Najcesce sintetisani askorbil-estar sa zasi¢enim acil
ostatkom je askorbil-palmitat [16,20,25,26]. U studiji
posvecenoj biosintezi askorbil-palmitata i askorbil-ole-
ata kao acil donori koriséeni su palmitinska kiselina,
etil-palmitat, vinil-palmitat i metil-oleat, pri cemu su os-
tvarene konverzije od 20, 20, 10 i 50%, redom [20]. S
obzirom na visoku cenu vinil-estara viSih masnih kise-
lina sa kojima su postignuti maksimalni prinosi i brzine
reakcije, dalje istraZivanje bilo je usmereno na ulja kao
donore acil ostatka. Konverzije postignute sa trioleinom
su bile nesto viSe od onih postignutih sa tripalmitinom i
znacajno vece nego sa maslinovim uljem. Autori su
uporedili emulgujuce sposobnosti palmitata i oleata pri
¢emu je askorbil-oleat pokazao vecu efikasnost. Antiok-
sidativne aktivnosti oba estra bile su nesto nize u pore-
denju sa samim vitaminom C, ali i dalje zadovoljava-
juce. Pri ispitivanju uticaja duzine lanca masne kiseline
na esterifikaciju L-askorbinske kiseline utvrdeno je da
sa porastom broja C atoma, pocetna brzina reakcije i
ostvareni prinosi rastu [24]. Ustanovljeno je i da se sa
nezasi¢enim C18 masnim kiselinama (oleinska i linolna),
postizu vise konverzije nego sa zasicenom stearinskom
kiselinom. U daljem radu posve¢enom optimizaciji sin-
teze askorbil-linolata sa metil-linolatom kao acil dono-
rom postignut ja prinos od 33,5%, dok je u reakciji este-
rifikacije sa linolnom kiselinom dobijeno 21,8% estra.
Nekoliko autora, detaljnije je optimizovalo molski
odnos supstrata. Generalno, kako pri koriS¢enju masnih
kiselina, tako i pri upotrebi aktiviranih acil donora, naj-
bolji rezultati su postizani kada je limitirajuci supstrat
bio vitamin C. U istrazivanju posvecenom biosintezi
askorbil-palmitata, variran je sadrzaj metil-palmitata
kao acil donora u Sirokom opsegu (od 1:1 do 1:11) i
utvrdeno je da se maksimalni prinosi proizvoda dobijaju
pri molskom odnosu supstrata 1:9 [18]. Takode je i Le-
rin sa saradnicima, koriste¢i metodu odzivnih povrsina
(responce surface methodology — RSM) i centralni kom-
pozitni dizajn (central composite design — CCD), odredio
da je molski odnos vitamina C prema palmitinskoj kise-
lini od 1:9 optimalan [19]. Pri optimizaciji molskog od-
nosa askorbinske kiseline prema metil-oleatu, u studiji
posvecenoj biosintezi askorbil-oleata ustanovljeno je da
povecanje sadrzaja acil donora do odnosa 1:4 dovodi
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do naglog, a preko toga do neznatnog porasta stepena
konverzije [23]. U radu, ciji je cilj takode bio odredi-
vanje optimalnih reakcionih uslova za enzimsko dobi-
janje askorbil-oleata, utvrdeno je da povecéanje koncen-
tracije oleinske kiseline kao acil donora do 250 mmol
dm (sadrzaj vitamina C je bio konstantan — 150 mmol
dm_?’) dovodi do povecanja pocetne brzine i prinosa re-
akcije [27]. Nasuprot tome, Viklund i saradnici su kon-
verziju od 87% postigli sa viskom vitamina C (molski
odnos oleinske prema askorbinskoj kiselini 1:2) u slu-
¢aju sinteze askorbil-oleata, dok je sa palmitinskom
kiselinom kao acil donorom stepen konverzije bio 86%
kada je u visku bio acil donor (molski odnos askorbinske
prema palmitinskoj kiselini 1:2) [16]. Askorbil-oleat je,
pri tom, pokazao snaznije antioksidativne efekte od as-
korbil-palmitata, Sto je verovatno posledica njegove
bolje rastvorljivosti u uljima.

S obzirom na znacajnu ulogu polinezasi¢enih masnih
kiselina (Polyunsaturated Fatty Acids — PUFA) u razvoju
i funkcionisanju centralnog nervnog sistema, ali i njiho-
vu sklonost autooksidaciji, tema brojnih istrazivanja je
sinteza derivata koji bi posedovali isto fizioloSko dejs-
tvo, ali vecu stabilnost od odgovarajuc¢ih PUFA [28-31].
U studiji posvecenoj sintezi askorbil-estara katalizova-
noj lipazom Chirazyme L-2 u acetonu kao reakcionoj
sredini koriS¢en je veliki broj PUFA (ylinolenska, a-lino-
lenska, linolna, dokosaheksaenska i arahidonska kise-
lina) [32]. Molski odnos supstrata je u svim eksperimen-
tima bio 1:5 (acil donor u visku). Ustanovljeno je da su
askorbil-estri PUFA, pored toga Sto su liposolubilni,
znatno otporniji na autooksidaciju od odgovarajucih
kiselina.

Pri optimizaciji enzimske sinteze askorbil-estara us-
merenoj na dobijanje smese proizvoda koris¢eni su me-
til-estri jestivih ulja kao jeftini i dostupni donori acil
grupe [33]. Sa metil-estrima palminog ulja, koje ima visi
sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina u odnosu na sojino
ulje, postignut je veci stepen konverzije, a i stabilnost
enzima je u tom slucaju bila veca.

Uticaj reakcione sredine na biosintezu askorbil-estara
masnih kiselina

U biokatalizovanom procesu sinteze askorbil-estara
masnih kiselina razlika u rastvorljivosti supstrata suzava
izbor pogodnog reakcionog medijuma na mali broj
organskih rastvaraca, jonske tecnosti i natkriticne flui-
de. U biosintezama estara se uglavnom koriste organski
rastvaraci sa visokim log P (logaritam koeficijenta ras-
podele nejonizovanog jedinjenja izmedu oktanola i vo-
de) vrednostima, medutim hidrofilni karakter askorbin-
ske kiseline cini ih nepogodnom reakcionom sredinom
za dobijanje estara vitamina C i masnih kiselina [34-37].
U dostupnoj literaturi je najzastupljenija upotreba terci-
jarnih alkohola (t-butanol — log P = 0,58 i t-amil-alkohol
—log P =1,15) u ovu svrhu (tabela 1). Veliki broj autora
prijavljuje dobre rezultate u acetonu (log P = —0,208)
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koji zbog GRAS statusa, niske cene i velike isparljivosti
privlaci sve veéu paznju [13,23,32,33]. U acetonitrilu ciji
je Log P joS negativniji (—0,394) uspesno je sintetisan
askorbil-laurat [38]. Utvrdeno je i da dodavanje hidro-
fobnog rastvara¢a umesto jednog dela viska acil dono-
ra, dovodi do smanjenja prinosa [18].

Alternativni rastvaraci, kao Sto su natkriti¢ni fluidi
(nkF) i jonske tecnosti (JT), predstavljaju potencijalno
pogodnu zamenu za organske rastvarace, ali u slucaju
njihove upotrebe cena procesa znacajno raste [14,39].
Jonske tecnosti su neisparljive supstance koje dobro
rastvaraju jedinjenja razli¢ite hidrofobnosti. Mogu se
lako podesiti njihova svojstva, a postoji i moguénost po-
novnog koris¢enja. U biokatalizovanim reakcijama ko-
riste se kao monofazni ili dvofazni (JT/organski rastva-
rag, JT/nkF, JT/H,0) sistemi [8]. Nekoliko autora je upo-
trebilo jonske tecnosti u sintezi askorbil-estara masnih
kiselina katalizovanoj lipazom [40,41]. Park i saradnici
su medu testiranim JT najve¢u molarnu konverziju
(43%) postigli u 1-(1-metilpropil)-3-metilimidazolijum-
-tetrafluoroboratu (sBMIM-BF4), a nadalje je u sinte-
tisanom  1-(1-metilbutil)-3-metilimidazololijum-tetra-
fluoroboratu (2pentMIM-BF4) koji poseduje jedan C
atom vise, i u kome je rastvorljivost palmitinske kiseline
bila veéa, postignut dalji rast prinosa askorbil-palmitata
(74%). U reakciji izvodenoj takode u BMIM-BF4, pri
kontrolisanoj aktivnosti vode 0,3 (Nal-2H,0/Nal), dobi-
jen je prinos od 72% askorbil-oleata.

Mehanizam delovanja lipaza je vezan za njihovu
aktivaciju na granici faza, pa je vodeni sloj oko molekula
enzima bitan za o€uvanje njegove kataliticke aktivnosti.
Pocetna aktivnost vode uglavnom je, od strane vedine
autora, podesavana uravnotezavanjem reakcione sme-
Se i enzima pre reakcije u prisustvu vodene pare zasice-
nih rastvora soli poznate aktivnosti vode, a, [18,23,41].
Najbolji rezultati postizani su pri najmanjim pocetnim
aktivnostima vode (LiBr — a, = 0,07, LiCl — a, = 0,11). S
obzirom na to da je voda sporedni proizvod reakcije
esterifikacije vitamina C i masnih kiselina, kontrola nje-
nog sadrzaja u reakcionom medijumu predstavlja jedan
od nacina za povecanje ravnotezne koncentracije estra.
Odvodenje iz reakcione smese, vode nastale u toku re-
akcije esterifikacije, kao i metanola nastalog transes-
terifikacijom vitamina C i metil-estara masnih kiselina,
moze se efikasno vrsiti dodavanjem molekulskih sita
veli¢éine pora od 0,3 do 0,5 nm, medutim na taj nacin
dolazi do smanjenja ukupnog prostorno-vremenskog
prinosa procesa [13,14].

Uticaj temperature na biosintezu askorbil-estara
masnih kiselina

Temperatura ima znacajan uticaj na stabilnost i ak-
tivnost enzima, ali i na ravnoteZu reakcije biosinteze
askorbil-estara masnih kiselina [27]. Lipaze A i B pro-
ducenta Candida antarctica, koje su najcesée korisceni
biokatalizatori (tabela 1), spadaju u red lipaza sa viso-
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Tabela 1. Pregled postupaka biosinteze askorbil-estara masnih kiselina; EPA — eikosapentaenska kiselina; DHA — dokosaheksaenska
kiselina; MS — molekulska sita; w/v — masa/zapremina; w/w — masa/masa
Table 1. Overview of different procedures of the fatty acid ascorbyl esters biosynthesis

Lipaza Sadrzaj enzima Acil donor Rastvarac Kor]cen.tracua t/°C Molski °d”?S Kontrola sadrzaja Ref.
vitamina C supstrata vode
Novozym 435  0,5% (w/v) Palmitinska kiselina t-Butanol 0,057 moldm™ 60 1:1-1:2 MS (0,3 nm) [16]
CAL-B
Novozym 435  0,3% (w/v) Oleinska kiselina t-Butanol 0,168 moldm™ 65 2:1 MS (0,3 nm) [16]
CAL-B
Novozym 435  1,65% (w/v) Metil-palmitat t-Butanol 20gl™ 70 1:1-1:11 - [17]
CAL-B
Novozym 435  1,65% (w/v) EPA etil-estar; t-Butanol 12g I 55 1:5 - [17]
CAL-B DHA etil-estar
Novozym 435 1-20mas.%  Palmitinska kiselina t-Butanol - 40-70 1:1-1:9 0,5-30g M vode [19]
CAL-B supstrata (Karl Fiser)
Novozym 435  1-12% (w/v) Linolna kiselina; t-Butanol 0,2 mol dm™ 50 1:1,5 - [24]
CAL-B metil-linoleat
Novozym 435  3-15 mas.% Palmino ulje t-Butanol 3 moldm™ 40 1:8 MS (0,5 nm), [22]
CAL-B supstrata 2,3-11,9% (w/v)
Novozym 435 4% (w/v) Oleinska kiselina; Jonske 0,2 mol dm™ 60 1,2:1 - [40]
CAL-B palmitinska kiselina tecnosti
Lipozyme TLIM 25 mgml™  Etil-palmitat; vinil-pal-  t-Butanol 0,1 mol dm™ 40 1:3 - [20]
mitat; palmitinska
kiselina
Lipozyme TLIM; 25 mg mi™  Triolein; tripalmitin; t-Butanol 0,1 mol dm™ 40 1:3 - [20]
Novozym 435 maslinovo ulje
CAL-B
Novozym 435 3% (w/v) Metil-estri palminog i Aceton 0,1 moldm™ 50 1:4 - [33]
CAL-B sojinog ulja
sirova CAL; 1% (w/v) Oleinska kiselina; metil-  Aceton 30 mmol dm™ 50 1:4 Zasiceni rastvori soli; [23]
Chirazyme oleat MS (0,4 nm)
CAL-Ai -B;
Novozym 435
CAL-B
Chirazyme L-2 20g It Oleinska kiselina; li- Aceton 0,1-0,2 50 1:1-1:10 0-100 g I [13]
C2 CAL-B nolna, a-linolna i #li- mol dm™ MS (0,4 nm)
nolna kiselina
Novozym 435 16,5g 1™ Metil-palmitat t-Butanol 20gl! 70 1:1-1:11  Zasiceni rastvori soli [18]
CAL-B
Chirazyme L-2 20-120g I Oleinska kiselina Jonske 0,2 mol dm™ 60 1:1,2 MS (0,4 nm) [41]
(slobodna, C1, te¢nosti zasiéeni rastvori soli;
C2iC3) CAL-B parovi hidrata soli
Chirazyme L-2; 80¢g It Linolna, a-linolenska i Aceton 0,05 mol dm™ 55 =1:5 MS (0,5 nm) [32]
C2 CAL-B #linolenska kiselina;
arahidonska kiselina i
DHA
Chirazyme L-2 50gl™ Vinil-estar kaprilne,  t-Butanol; 1 mol dm™ 40 1:1-1:3 200 mg ml™ [25]
C2 CAL-B kaprinske, laurinske i aceton MS (0,3 nm)
palmitinske kiseline
Novozym 435 10-50 mas.% Laurinska kiselina Acetonitril 30 mmol dm™ 25-65  1:1-1:5 10 % (w/w) [38]
CAL-B MS (0,4 nm)
Lipaza iz Can- 30gI™ Oleinska kiselina t-Amil-al-  0,2moldm™ 40-70  1,5:2 50g ™ [27]
dida sp. kohol MS (0,4 nm)
imobilisana
adsorpcijom

a . . . . o
Molski odnos askorbinske kiseline prema acil donoru
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kom termostabilno$¢u — ovi enzimi zadrzavaju visoku
aktivnost na temperaturama od 90 70 °C [42].

Pri ispitivanju uticaja temperature na enzimsku sin-
tezu askorbil-oleata u t-amil-alkoholu temperatura je
varirana u opsegu 40-70 °C i utvrdeno je da je opti-
mum sa aspekta pocetne brzine 60 °C, dok je maksi-
malan prinos proizvoda nakon 24 h postignut na 55 °C
[27]. U istrazivanju posve¢enom optimizaciji biokatali-
zovane sinteze askorbil-palmitata u t-butanolu, na os-
novu statistickog modela (RSM i CCRD) u ispitivanom
opsegu temperatura 40-70 °C, najveci prinos proizvoda
postignut je na 70 °C [19]. Nasuprot tome, pri optimi-
zaciji reakcionih uslova za biosintezu L-askorbil-laurata
u acetonitrilu kao reakcionom medijumu metodom od-
zivnih povrsina, maksimalna molarna konverzija limiti-
rajuceg supstrata dobijena je na 30,6 °C (ispitivan je
opseg od 25 do 65 °C) [38]. Ovako velike razlike u vred-
nostima temperaturnih optimuma utvrdenim u nekoli-
ko istrazivanja verovatno su uzrokovane uticajem sup-
strata, proizvoda i organskog rastvaraca na tok reakcije.

ANTIOKSIDATIVNA SVOIJSTVA ASKORBIL-ESTARA
MASNIH KISELINA

Askorbil-estri masnih kiselina spadaju u red jedi-
njenja sa velikim kapacitetom za vezivanje slobodnih
radikala. Pored toga, pod fizioloskim uslovima hidroli-
zuju se do vitamina C i masnih kiselina bez formiranja
Stetnih ili toksi¢nih supstanci, pa su stoga preporucljivi
za upotrebu u mastima, uljima i lipofilnim prehrambe-
nim i kozmeti¢kim proizvodima [8]. Danas se u Siroj
upotrebi u stabilizaciji masti i ulja, pored sintetskih an-
tioksidanasa, nalazi jedino askorbil-palmitat, sam ili u
smesi sa drugim antioksidansima (tokoferolom, oktil-
galatom, itd.) [43]. S obzirom na to da je askorbil-pal-
mitat ¢vrsta, voskasta supstanca Cija rastvorljivost u
uljima nije potpuna, a nezasic¢eni askorbil-estri te¢nosti
koje se sa mastima i uljima u potpunosti mesaju, sve
viSe paznje u novijim istrazivanjima posvecuje se upra-
vo njihovoj biosintezi. U skladu sa tim su i eksperimen-
talni rezultati do kojih je dosao Viklund sa saradnicima
kada je ispitivao antioksidativnho dejstvo askorbil-pal-
mitata i askorbil-oleata dodavanjem u ulje uljane repice
po 600 mg estra na 1 kg ulja i merenjem peroksidnog
broja tokom nekoliko nedelja na 30 i 40 °C [16]. Utvr-
deno je da u slucaju koriséenja askorbil-oleata, do ubr-
zanog formiranja peroksida dolazi dva puta sporije na
40 °C i tri puta sporije na 30 °C nego sa askorbil-pal-
mitatom kao antioksidansom. Takode je utvrdeno da je
u uzorcima u koje nije dodat askorbil-estar nakon deset
nedelja na 40 °C koncentracija prirodno sadrzanog to-
koferola pala na nulu, dok su uzorci sa askorbil-palmi-
tatom sadrzali 3% jtokoferola, a uzorci sa askorbil-
oleatom 57% ytokoferola i 86% o&-tokoferola. Ovo uka-
zuje na sinergizam estara askobinske kiseline i toko-
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ferola. Nostro i saradnici su primenom DPPH (a,a-di-
fenil-S-pikrilhidrazil) metode odredili redukcionu spo-
sobnost vitamina C, njegovih estara i drugih prirodnih
antioksidanasa (epikatehina, kofeinske kiseline, rutina,
oleuropeina, tirozola, tokoferola i melatonina) [44]. Do-
bijeni rezultati su pokazali da askorbil-estri masnih kise-
lina poseduju antioksidativna svojstva uporedive sa os-
talim ispitivanim jedinjenjima.

Askorbil-estri masnih kiselina su amfifilne supstance
koje u vodenoj sredini formiraju micele cije je jezgro
lipofilno, a povrsina hidrofilna [45]. U literaturi je vec
opisana mogucnost primene ovakvih sistema u stabi-
lizaciji i solubilizaciji osetljivih farmaceutskih preparata
[46]. Hidrofobni molekuli ostaju u jezgru micele zasti-
¢eni od oksidacionih procesa, s obzirom na antioksi-
dativno dejstvo spoljnih hidrofilnih glava. Poznata su
jos$ neka dejstva askorbil-estara masnih kiselina kao Sto
je sprecavanje peroksidacije lipoproteina male gustine
(LDL), antimutageni i antitumorni efekti [47,48].

ZAKUUCC

U mastima i uljima, kao i prehrambenim i kozme-
tickim proizvodima koji ih u visokom procentu sadrze,
kao aditivi se danas uglavnom koriste hemijski sinteti-
sani antioksidansi Cija su nezeljena dejstva na fizioloSki
sistem dokazana. Stoga je rad na nalaZenju alternativ-
nih reSenja u vidu prirodnih antioksidanasa i njihovih
derivata od izuzetnog znacaja.

Vitamin C je Siroko dostupno jedinjenje poznato po
svom antioksidativnom dejstvu, ali ga nije moguce upo-
trebljavati u lipofilnim supstancama s obzirom na nje-
gov izrazito hidrofilni karakter. Iz tih razloga se posled-
njih deceniju i po primenjuju lipaze kao biokatalizatori u
sintezi liposolubilnih estara L-askorbinske kiseline. Do
sada su, uglavnom, primenjivani komercijalni preparati
lipaza iz C. antarctica (najcesée izoenzim B), T. lanugi-
nosus, B. stearothermophylus (SB1 lipaza) i R. miehei.
Enzimska sinteza, za razliku od klasi¢énih hemijskih me-
toda, ne samo da nudi regioselektivnost i mogucnost
izvodenja reakcije pod blagim reakcionim uslovima, ve¢
bi kontinualno vodenje postupka i razvoj biokompati-
bilnih metoda precis¢avanja i novih, jeftinijih biokatali-
zatora ucinili proizvodnju ekonomski isplativom, a pro-
izvod ekoloskim.

Reakcija enzimske sinteze askorbil-estara izvodi se
sa masnim kiselinama, njihovim metil-, etil- i vinil-es-
trima i uljima kao acil donorima, pri ¢emu se, zbog ja-
Ceg antioksidativnog dejstva i velike nutritivne vred-
nosti, tezi sintezi estara sa nezasi¢enim acil ostatkom. U
ireverzibilnoj reakciji transesterifikacije izmedu vita-
mina C i vinil-estara masnih kiselina postizu se znacajno
visi prinosi u poredenju sa povratnom reakcijom aci-
lovanja sa masnim kiselinama i njihovim metil-estrima
kao acil donorima. Medutim, ovaj proces je i dalje
neisplativ i neispitan u ve¢im razmerama, s obzirom na
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to da je samo mali broj, i to zasi¢enih acil donora ko-
mercijalno dostupan u vidu svojih vinil-estara, a cene su
im visoke. Takode, rezultati najveéeg broja istrazivanja
ukazuju na pozitivan uticaj upotrebe donora acil os-
tatka u visku na ravnotezni stepen konverzije.

Velika razlika u rastvorljivosti supstrata utice na iz-
bor odgovarajuéeg reakcionog medijuma. Kao reak-
cione sredine za biosintezu askorbil-estara masnih kise-
lina uglavhom se koriste organski rastavaraci sa log P
vrednostima bliskim nuli, poput tercijarnih alkohola i
acetona. Dobri rezultati postizani su i u jonskim tec-
nostima, ali u tom slucaju proces je bio znatno skuplji.
Vaznu ulogu, imajué¢i u vidu mehanizam delovanja li-
paza i povratnu rakciju hidrolize, odigrava i sadrzaj
vode u reakcionom medijumu. Kontrola pocetnog sadr-
Zaja vode uglavnom se izvodi podesSavanjem pocetne
koncentracije vode uravnotezavanjem lipaze i reakci-
one smese pre reakcije u zatvorenom sistemu sa zasi-
¢enim rastvorima soli male aktivnosti vode. Sa ciljem
odvodenja vode nastale u toku esterifikacije, u reak-
cionu smesu su dodavana molekulska sita veliine pora
od 3 do 5 nm, na pocetku ili u toku procesa. Tempera-
turni optimumi se, u zavisnosti od supstrata, proizvoda
i reakcionog medijuma, u razli¢itim studijama kre¢u od
30 do 70 °C, ali u vecini radova najveci prinosi se pos-
tiZu iznad 50 °C.

Komercijalizacija procesa enzimske sinteze askorbil-
estara masnih kiselina je u velikoj meri neisplativa zbog
visoke cene najcesée upotrebljavanih enzimskih prepa-
rata. Stoga je neophodno okrenuti se upotrebi sirovih
enzimskih preparata i primeni pogodnih metoda imo-
bilizacije. Postupci precis¢avanja proizvoda u kojima se
koriste velike koli¢ine organskih rastvaraca cija upo-
treba u prehrambenoj industriji nije dozvoljena, name-
¢u potrebu za pronalazenjem pogodnijih metoda (npr.
natkritina ekstrakcija). Pored toga, znacajno je paznju
usmeriti na ulja sa visokim sadrzajem mono- i polineza-
si¢enih masnih kiselina kao jeftine i lako dostupne acil
donore ¢iji su askorbil-estri jaki antioksidansi.
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SUMMARY

ENZYMATIC SYNTHESIS AND APPLICATION OF FATTY ACID ASCORBYL ESTERS

Marija M. Stojanovi¢, Milica B. Carevi¢, Mladen D. Mihailovié, Zorica D. KneZevi¢-Jugovic, Slobodan D. Petrovi¢,

Dejan I. Bezbradica

University of Belgrade, Faculty of Technology and Metallurgy, Belgrade, Serbia

(Professional paper)

Fatty acid ascorbyl esters are liposoluble substances that possess good anti-
oxidative properties. These compounds could be synthesized by using various acyl
donors for acylation of vitamin C in reaction catalyzed by chemical means or li-
pases. The enzymatic process is preferred since it is regioselective, performed
under mild reaction conditions, with the obtained product being environmentally
friendly. Polar organic solvents, ionic liquids, and supercritical fluids have been
successfully used as a reaction media, since commonly used solvents with high
log P values are inapplicable due to ascorbic acid high polarity. Acylation of vita-
min C using fatty acids, their methyl-, ethyl-, and vinyl esters, as well as triglyce-
rides has been performed, whereas application of the activated acyl donors
enabled higher molar conversions. In each case, the majority of authors reported
that using excessive amount of the acyl donor had positive effect on yield of pro-
duct. Furthermore, several strategies have been employed for shifting the equi-
librium towards the product by water content control. These include adjusting the
initial water activity by pre-equilibration of reaction mixture, enzyme preparation
with water vapor of saturated salt solutions, and the removal of formed water by
the addition of molecular sieves or salt hydrate pairs. The aim of this article is to
provide a brief overview of the procedures described so far for the lipase-catal-
yzed synthesis of fatty acid ascorbyl esters with emphasis on the potential appli-
cation in food, cosmetics, and pharmaceutics. Furthermore, it has been pointed
out that the main obstacles for process commercialization are long reaction times,
lack of adequate purification methods, and high costs of lipases. Thus, future chal-
lenges in this area are testing new catalysts, developing continuous processes for
esters production, finding cheaper acyl donors and reaction mediums, as well as
identifying standard procedures for purification of products which will not require
consumption of large amounts of non-biocompatible organic solvents.

Keywords: Vitamin C e Fatty acids e As-
corbyl esters e Lipases e Antioxidative
properties
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