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Enzimska sinteza estara privlaci sve veéu paZnju
7bog mnogobrojnih prednosti enzimskog postupka u
poredenju sa klasi¢nim hemijskim postupcima koji se
zasnivaju na primeni koncentrovanih kiselina kao ka-
talizatora. Za enzimsku sintezu estara koriste se lipa-
ze mikrobnog, Zivotinjskog i biljnog porekla, a reak-
cije se obicno izvode u organskom rastvaracu jer se ti-
me povecava termostabilnost enzima i omogucava
izvodenje reakcije sa supstratima koji su nerastvorni
u vodi [1,2]. NajvaZnije prednosti enzimski katalizo-
vanih reakcija esterifikacije su: umereni reakcioni
uslovi koji dozvoljavaju transformaciju supstrata ne-
otpornih na ekstremne uslove, moguénost koris§¢enja
stereoselektivnih enzima za dobijanje opticki Cistih
derivata u visokom prinosu bez upotrebe skupih se-
paracionih postupaka i dobijanje Cistih estara sa vrlo
malim udelom primesa drugih jedinjenja [3]. Pored
toga, upotreba kiselih katalizatora dovodi do poveca-
nih tro§kova opreme zbog korozivnog dejstva i pove-
¢anog rizika od industrijskih havarija [4]. U novije
vreme od velikog znacaja je Cinjenica da se enzimski
postupci dobijanja estara svrstavaju u "zelene" pos-
tupke i dobijeni proizvodi mogu da dobiju etiketu
prirodnog proizvoda §to omogucava njihovu primenu
u prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj indus-
triji [5,6].

U mnogobrojnim istraZivanjima enzimske sinte-
ze estara ustanovljeno je da je vaZan uslov postizanja
visokih prinosa estara regulisanje koncentracije vode
u reakcionoj smesi [7]. Odredena koncentracija vode
u reakcionoj smesi neophodna je za o¢uvanje nativne
konformacije enzima, ali viSak vode dovodi do pome-
ranja hemijske ravnoteZe povratne reakcije u smeru
povratne reakcije, hidrolize estra. Primenjuje se ne-
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Enzimski postupci sinteze estara koji se primenjuju u prehrambenoj, farma-
ceutskoj i kozmetickoj industriji, imaju sve vedi znacaj jer se svrstavaju u "ze-
lene" postupke i dobijeni proizvodi mogu da dobiju etiketu prirodnog
proizvoda. Razliciti adsorbenti vode primenjuju se u ovoj reakciji jer dovode
do smanjenja brzine povratne reakcije (hidrolize estra) i povecanja prinosa
zZeljenog proizvoda. U ovom radu je optimizovano vreme dodavanja adsor-
benta u reakcionu smesu. Ustanovljeno je da adsorbenti pozitivno uticu na
prinos amil-izobutirata samo ukoliko se dodaju pri kraju reakcije, dok do-
datak adsorbenta na pocetku reakcije dovodi do smanjenja prinosa estra. Si-
lika gel je pokazao veli efekat na prinos estra (povecanje od 10%) od
molekulskih sita (zeolita).

koliko strategija za optimizaciju koncentracije vode u
reakcionoj smesi: podeSavanje pocetne aktivnosti vo-
de (ay) na Zeljenu vrednost pomocu zasicenog rastvo-
ra soli [8,9], uklanjanje vode dodavanjem adsorbenta
u reakcionu smesu [10,11] i odrZavanje konstantne
aktivnosti vode pomocu parova soli [7,12]. PodeSava-
njem a,, U pocetnoj reakcionoj smesi ne moze se spre-
¢iti smanjenje prinosa zbog nagomilavanja vode u
mikrookolini enzima. S druge strane, dodavanje pa-
rova soli se izbegava, iako efikasno kontroliSe ay, jer
postoji hipoteza da joni mogu da stupe u interakciju
sa naelektrisanim grupama na povr§ini enzima i do-
vedu do promene njegove nativne konformacije [7].
Iz navedenih razloga, najsiru primenu i dalje ima do-
davanje u reakcionu smesu supstanci koje efikasno
adsorbuju vodu.

Obicno se koriste molekulska sita pre¢nika pora
0,3-0,5 nm [4,10,11,13]. Prednost ovih adsorbenata u
odnosu na druge adsorbente, kao Sto su oksidi silici-
juma ili aluminijuma, jeste ¢injenica da molekulska
sita ne mogu adsorbovati alkohole i kiseline srednjeg
i duzeg lanca [11]. Pri izboru veli¢ine pora molekul-
skih sita treba voditi ra¢una o molekulskim masama
reaktanata. U radu posve¢enom sintezi butil-izobuti-
rata primeceno je da sita pre¢nika pora 0,4 nm adsor-
buju vece koli¢ine izobuterne kiseline nego vodu i
tako smanjuju efektivnu koncentraciju ovog supstrata
u reakcionoj smesi [4]. Usled toga, brzina reakcije je
bila manja u smesi sa molekulskim sitima nego u kon-
trolnom uzorku bez sita. S druge strane, primeceno je
da suviSe male pore mogu dovesti do prekomernog
uklanjanja vode iz reakcione smeSe koje moZe doves-
ti do denaturacije lipaze [14]. Ved i Pai su za uklanja-
nje vode iz reakcione smese u sintezi izoamil-acetata,
izoamil-valerata i butil-acetata koristili silika gel i
postigli povecanje finalnog prinosa estara [15].

U ovom radu ispitana je moguénost poveéanja
prinosa amil-izobutirata u enzimski katalizovanoj re-
akciji primenom adsorbenata vode. Primenjena su
dva adsorbenta (molekulska sita od zeolita i silika
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gel) i uporeden je njihov efekat na prinos amil-izobu-
tirata, aroma estra koji ima znacajnu primenu u du-
vanskoj i prehrambenoj industriji. Ispitan je uticaj
vremena dodavanja adsorbenta i nacin pripreme ad-
sorbenta na pove€anje prinosa estra.

EKSPERIMENTALNI DEO

Kao reagensi u reakciji sinteze estara koris¢eni
su amil alkohol (Lachema, Neratovice, Ceska) i izo-
buterna kiselina (Farmitaliana Carlo Erba, Milano,
Italija). Reakcija je katalizovana lipazom iz kvasca
Candida rugosa (Sigma, St. Louis, SAD). Kao organ-
ski rastvara¢ koriS¢en je izooktan (Merck, Darmstat,
Germany). Kao adsorbenti za uklanjanje vode iz re-
akcione smeSe koris¢ena su molekulska sita prec¢nika
Cestica od 2-3 mm i precnika pora 0,4 nm ("Birac",
Zvornik) i silika gel pre¢nika Cestica 3 mm.

Reakcija je izvodena u reaktorima od 100 cm’.
Reakcione smesa se sastojala od 2,5 mmol amil alko-
hola, 2,5 mmol izobuterne kiseline, 0,01 cm® vode i 50
mg lipaze, a dopunjavana je do 10 cm® izooktanom.
Reakcija se izvodi na 45 °C uz konstantno mesanje
brzinom 150 min™'. Ovi reakcioni uslovi su odabrani
jer je u prethodnom istraZivanju ustanovljeno da se
pod tim uslovima postiZu maksimalni prinosi estra
[16]. U reakcionu smesu je dodavano 0,8 g adsorben-
ta. Pre primene adsorbenata u reakciji izvrSena je nji-
hova aktivacija koja je trajala 3 sata. Silika gel je

aktiviran na 105 °C, a molekulska sita od zeolita na
250 °C.

Stepen konverzije odredivan je volumetrijski, ti-
tracijom neproreagovale izobuterne kiseline u prisus-
tvu fenolftaleina kao indikatora. Enzimska reakcija je
zaustavljana dodavanjem smeSe etra i alkohola (od-
nos zapremina 1:1). Validnost ove metode potvrdena
je poredenjem rezultata sa rezultatima dobijenim ga-
sno-hromatografskim odredivanjem na uredaju Vari-
an 3400 opremljenom DB-1 kapilarnom kolonom
dimenzija 5 m x 0,53 mm x 0,5 pm (Sigma-Aldrich
Biotechnology LP, St. Louis, USA) i plameno jonizu-
juéim detektorom. Kao noseéi gas u gasno-hromato-
grafskim odredivanjima koriscen je azot.

PRIKAZ REZULTATA

Uticaj dodavanja molekulskih sita na prinos estra

Efekat molekulskih sita na efikasnost sinteze es-
tara katalizovane lipazom iz C. rugosa ispitan je upo-
rednim enzimskim sintezama amil-izobutirata sa ili
bez molekulskih sita u reakcionoj smesi. Paralelno su
izvedena tri eksperimenta: jedan eksperiment je izve-
den bez dodavanja adsorbenta u reakcionu smesu,
drugi eksperiment je izveden uz dodavanje aktivira-
nih sita u reakcionu smesu, a u treCem eksperimentu
koris$¢ena je ista koli¢ina aktiviranih sita koja su pret-
hodno zasiena izobuternom kiselinom stajanjem u
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Slika 1. Uticaj molekulskih sita dodatih na pocetku reakcije
na tok sinteze amil—izobutirata

Figure 1. The effect of molecular sieves addition at the start of
the reaction on the synthesis of amyl isobutyrate

izobuternoj kiselini u toku 1 h. Tre¢i eksperiment
izveden je na opisan nacin jer je u prethodnim istraZi-
vanjima ustanovljeno da se efekat molekulskih sita
moZe povecati na ovaj nacin jer se eliminise adsorpci-
ja supstrata iz reakcione smese koja smanjuje efektiv-
nu koncentraciju supstrata u reakcionoj smesi [10].
Adsorbent je zasien ovim supstratom posto je ranije
ustanovljeno da se izobuterna kiselina adsorbuje u
znacajnoj meri [4].

Na slici 1, uporedeni su rezultati postignuti u re-
akciji enzimske sinteze amil-izobutirata izvedene na
tri prethodno opisana nac¢ina. Prinos amil-izobutirata
se znacajno smanjuje kada se dodaju molekulska sita
na pocetku reakcije u odnosu na reakciju bez mole-
kulskih sita. Sinteza estra je znacajno sporija, a nakon
20 sati dolazi i do pada prinosa estra. Nakon toga do-
lazi do rasta prinosa, ali su krajnji prinosi estra i dalje
znacajno manji nego u reakciji bez molekulskih sita.

Predtretman sita ima negativan uticaj na prinos
amil-izobutirata. Kao §to se vidi na slici 1, mnogo je
niZi prinos estra postignut dodatkom sita prethodno
zasi¢enih izobuternom kiselinom (svega 21,4% za 48
h reakcije), u odnosu na prinos estra postignut dodat-
kom suvih sita (35,9% za 48 h). 'lok reakcija sa suvim
i predtretiranim sitima je vrlo slican u toku prva 24
sata. Medutim, rast prinosa koji sledi nakon toga spo-
riji je kada se Koriste sita zasi¢ena izobuternom kiseli-
nom. Iz ovog razloga u nastavku rada koris¢ena su
suva molekulska sita.

Posto je prinos amil-izobutirata mnogo niZi u
prisustvu molekulskih sita, bez obzira na nacin njiho-
ve primene za reakciju, u nastavku eksperimentalnog
rada je ispitana moguénost poboljSanja efekta mole-
kulskih sita njihovim dodavanjem u reakcionu smesu
u toku reakcije. Molekulska sita su dodavana nakon
6, 24, 40 ili 42 sata reakcije. Tok sinteza prikazan je
na slici 2, u poredenju sa reakcijom koja se odvijala
bez prisustva molekulskih sita. Prinosi estra znac¢ajno
su vedi nego u slucaju kada su sita dodavana na po-

65



S. STOJAKOVIC, i sar.: UTICAJ ZAOLITA | SILIKA GELA...

Hem. ind. 62 (2) 64-68 (2008)

—e— Sita dodata na pocetku reakcije

—0O— Bez sita
100 1— A~ Sita dodata nakon 6 h - T i
—w— Sita dodata nakon 24 h
1 #  Sita dodata nakon 40 h | 7; i
80 |4 Sitadodatanakon42h | W 83 i
§ { |

Stepen konverzije (%)

t(h)

Slika 2. Uticaj vremena dodavanja molekulskih sita na tok
sinteze amil-izobutirata

Figure 2. The effect of timing of molecular sieves addition on
the synthesis of amyl isobutyrate

¢etku reakcije, a u nekim slucajevima postiZze se po-
boljSanje u odnosu na reakciju bez sita. MoZe se pri-
metiti da dodavanje molekulskih sita u reakcionu
smesu pokazuje Zeljeni efekat tek ako se dodavanje
izvrsi nakon 24 h od pocetka reakcije ili kasnije. Pri-
nosi dobijeni u reakcijama pri dodavanju molekulskih
sita nakon 24, 40 ili 42 h (84, 86 i 86,4%) veci su nego
u reakciji bez sita (83%).

Uticaj dodavanja silika gela na prinos estra

Efekat silika gela na efikasnost sinteze estara is-
pitan je poredenjem rezultata enzimskih sinteza sa ili
bez silika gela u reakcionoj smesi. [zvedeno je nekoli-
ko eksperimenata koji su se razlikovali po vremenu
dodavanja silika gela u reakcionu smesu. PoS§to su ek-
sperimenti sa molekulskim sitima pokazali da je dej-
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Slika 3. Uticaj vremena dodavanja silika gela na tok sinteze
amil-izobutirata

Figure 3. The effect of timing of silica gel addition on the
synthesis of amyl isobutyrate
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stvo adsorbenta efikasnije kada se dodaje u kasnijoj
fazi reakcije, u eksperimentu sa silika gelom adsor-
bent je dodavan nakon 22 ili viSe sati reakcije. Na sli-
ci 3 uporedeni su rezultati ovih eksperimenata sa
eksperimentom bez prisustva silika gela.

Sli¢no kao i kod upotrebe molekulskih sita, do-
davanje silika gela na pocetku reakcije ima negativan
uticaj na sintezu estara. Na ovaj nadin postignut je
prinos od samo 40%, verovatno zbog adsorbovanja
vode iz reakcione smese neophodne za oCuvanje na-
tivne konformacije. Medutim, u svim eksperimentima
u kojima je silika gel dodat naknadno u toku reakcije
doslo je do pove€anja prinosa estara. Najveci prinos
estra od 93% postignut je kada je silika gel dodat u
reakcionu smesu 40 h nakon pocetka reakcije. U ek-
sperimentima u kojima je silika gel dodat nakon 22,
30 ili 42 h postignuti su prinosi od 85,5, 85,5 i 90%.
Dakle, dodavanje silika gela u reakcionu smesu je do-
velo do povecanja prinosa estra izmedu 2,5 i 10%.

DISKUSIJA

Dodavanje molekulskih sita na pocetku reakcije
pokazuje negativan uticaj na prinos estra (slika 1).
Slab prinos amil-izobutirata (na grafiku koji prikazu-
je uticaj dodatka sita na pocetku reakcije) moze se
objasniti time da dodata sita adsorbuju vodu prisutnu
u reakcionoj smesi §to dovodi do pada enzimske ak-
tivnosti usled razaranja monomolekulskog sloja vode
oko molekula lipaze. Koli¢ina vode na pocetku reak-
cije optimalna je za sintezu estara u reakcionoj smesi
bez adsorbenata [16]. Medutim, kada se u reakcionu
smesu dodaju adsorbenti efektivna koncentracija vo-
de se u okolini enzima smanjuje, §to dovodi do pada
aktivnosti enzima. Ovu pretpostavku potvrduje nagli
skok (na istoj krivoj posle 48 Casova reakcije) koji je
verovatno posledica nastajanja dovoljne koli¢ine vo-
de u sistemu da enzim ponovo zauzme nativnu kon-
formaciju. Primenom sita zasiCenih izobuternom
kiselinom postiZu se jo§ manji prinosi. Negativan uti-
caj prethodnog zasiCenja sita supstratom moZe biti
posledica oteZanog adsorbovanja molekula vode zbog
velike koncentracije izobuterne kiseline na sitima.

Primena adsorbenata pokazala je pozitivan uti-
caj tek kada su adsorbenti dodavani u zavr§nom delu
reakcije. Povecanje prinosa naknadnim dodavanjem
adsorbenta moZe se objasniti pretpostavkom da je u
reakcionom sistemu stvorena dovoljna koli¢ina vode
pre dodavanja silika gela, tako da ona moZe da spreci
naruSavanje nativne konformacije lipaze i smanjenja
njegove aktivnosti. Usled toga, adsorbenti uklanjaju
samo visak vode i time favorizuju reakciju sinteze es-
tara u odnosu na reakciju hidrolize.

Na slici 4 uporedeni su efekti molekulskih sita i
silika gela (dodatih nakon 40 sati reakcije) na prinos
u sintezi estara. Efekat silika gela je izraZeniji pa se
postize povecanje prinosa od ¢ak 10% u odnosu na
reakciju bez adsorbenata vode. NeSto manyji je efekat
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Slika 4. Poredenje uticaja dva adsorbenta na prinos amil-izo-
butirata

Figure 4. Comparison of the effects of applied adsorbents on
the yield of amyl isobutyrate

molekulskih sita jer dovode do poveéanja prinosa od
3,5%. Neophodno je uporediti osnovne karakteristi-
ke dva primenjena adsorbenta da bi se objasnile pri-
mecene razlike u njihovim efektima na sintezu estara.

Molekulska sita od zeolita jesu kristalne sup-
stance velike poroznosti, koje spadaju u klasu alumi-
nosilikata. Kristalna struktura se formira od osnovnih
blokova koje Cine tetraedri sacinjeni od oksida alumi-
nijuma i silicijuma [17]. Silika gel je porozna, amor-
fna forma silikata. Salinjen je od ogromne mreZe
medusobno povezanih pora mikroskopske velicine.
Grubo, silika gelovi mogu se podeliti u dve grupe: si-
lika gelovi manjih pora (oko 2 nm) i silika gelovi ve-
¢ih pora (oko 11 nm) [18]. Za razliku od zeolita, koji
imaju pravilnu kristalnu strukturu, silika gelovi imaju
vece pore sa vrlo Sirokom raspodelom veli¢ina — obi-
¢no izmedu 0,5 i 300 nm. Adsorpcija vode odvija se
stvaranjem Van der Waals—ovih interakcija ili kapilar-
nom kondenzacijom (pri ve¢im koncentracijama vo-
de). Adsorpcione sile su slabije nego kod zeolita Sto
je uzrok manjem adsorpcionom kapacitetu pri malim
koncentracijama adsorbata. S druge strane, pri veli-
kim koncentracijama adsorbata, adsorpcioni kapaci-
tet je veéi nego kod zeolita zahvaljujuéi velikom
udelu pora u zapremini ovih Cestica, te odredene
vrste silika gela mogu adsorbovati masu vode 1,2 puta
vecu od sopstvene mase, a slabe adsorpcione sile
omogucuju lakSu regeneraciju adsorbenta. Razmatra-
njem klju¢nih razlika u karakteristikama primenjenih
adsorbenata moze se do¢i do zakljucka da je veéi po-
rast prinosa estra u reakcijama sa silika gelom posle-
dica veleg adsorpcionog kapaciteta pri velikim
koncentracijama vode u reakcionoj smesi.

ZAKLJUCAK

U ovom radu ustanovljeno je da se primenom
adsorbenata vode moZe znacajno povecati prinos u
reakciji sinteze amil-izobutirata katalizovanoj lipa-

zom iz C. rugosa. Dodavanje adsorbenata pokazuje
pozitivan efekat na prinos isklju¢ivo kada se dodava-
nje izvr$i u zavr$noj fazi reakcije. Ukoliko se adsor-
benti dodaju u pocetnim fazama reakcije dolazi do
smanjenja prinosa. Ovaj efekat se moZe pripisati
uklanjanju vode iz neposredne okoline enzima i po-
sledi¢nog razaranja nativne konformacije lipaze. Sili-
ka gel je pokazao veéi pozitivan efekat od
molekulskih sita od zeolita, pa se primenom ovog ad-
sorbenta postize prinos amil-izobutirata ve¢i za oko
10%. Veéi uticaj na finalni prinos estra, kao i laksa i
potpunija regeneracija silika gela, preporucuju ovaj
adsorbent za primenu u enzimskoj sintezi estara. Pos-
tignuto povecanje prinosa smanjuje sloZenost i tro-
Skove separacije finalnog proizvoda i doprinosi
razvoju ekonomicnijih i produktivnijih enzimskih
postupaka sinteze estara.
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SUMMARY

THE EFFECTS OF ZEOLITE AND SILICA GEL ON SYNTHESIS OF
AMYL ISOBUTYRATE CATALYZED BY LIPASE FROM CANDIDA RUGOSA

(Scientific paper)

Sanja B. Stojakovi¢!, Dejan 1. Bezbradica?, Dugan 7. Mijin?,
Zorica D. KneZevic?, S.S. Siler—Marinkovié?

!Institute for Plant Protection and Environment, Belgrade
?Faculty of Technology and Metallurgy, Belgrade

Lipase—catalyzed synthesis of esters has been widely investigated due to
numerous advantages in comparison with the conventional chemical pro-
cess catalyzed with concentrated acids since use of chemical catalysts le-
ads to several problems. The most important disadvantages are corrosion
of equipment, hazards of handling of the corrosive acids that are not re-
used, loss of conversion, yield and selectivity. The activity of water in rea-
ction mixture seems to be one of the crucial factors affecting yield of
enzymatic synthesis, since the excess of water promotes hydrolysis of the
ester. Therefore, a significant part of related studies was focused on at-
tempts to increase the yield of esters by efficient control of water activity.
In our experimental work an attempt was made to regulate the activity of
water by addition of water adsorbents in reaction mixture for synthesis of
amyl isobutyrate. Two adsorbents were used: silica gel and molecular si-
eves (zeolites). The use of water adsorbents was optimized with respect to
timing of adsorbent addition and pretreatment of adsorbent. The pretre-
atment of adsorbent with substrate did not increase the yield of ester. It
was found that the timing of adsorbent addition is crucial factor. The ad-
dition in early phases of reaction leads to the decrease in ester yield com-
pared to reaction without adsorbents. On the other hand, when the
adsorbent was added in the late stage of reaction it exhibited beneficial
influence on the yield of ester. The increase of yield was higher with silica
gel (10%) than with molecular sieves (3.5%). These discrepancies can be
ascribed to higher water adsorbing capacity of silica gel in systems with
higher water content. Superior behavior of silica gel in ester synthesis
in conjunction with simple process of regeneration reccomends the use
of this adsorbent for increasing the yield of lipase—catalyzed ester
synthesis.

Key words: Lipase ¢ Amyl iso-
butyrate e Zeolite o Silica gel o
Klju¢ne redi: Lipaza ¢ Amil-izo-
butirat ¢ Zeolit e Silika gel o
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