Optimizacija esterifikacione aktivnosti lipaze iz Candida rugosa
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Izvod

Lipaze su enzimi koji imaju Siroku primenu u prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj
industriji. U industrijskoj praksi primenjuju se imobilisane lipaze jer se imobilizacijom pove-
¢ava njihova stabilnost i ekonomi¢nost enzimskih postupaka. U ovom radu optimizovana je
imobilizacija lipaze iz C. rugosa na komercijalni nosa¢ Eupergit® pomocéu mikrotalasnog
zracenja. Vreme izlaganja mikrotalasima i molaritet koriS¢enog pufera optimizovani su sa
ciliem dobijanja imobilizata maksimalne aktivnosti. Radi optimizovanja reakcije sinteze
amil-izobutirata, pomodu centralnog kompozitnog rotatabilnog plana ispitan je uticaj Cetiri
reakciona faktora. Ustanovljeno je da su optimalni uslovi sinteze estra temperatura 50 °C,
pocetna koncentracija imobilisanog enzima 220 mg mi™, koncentracija dodate vode 0,1% i

molarni odnos supstrata 2,5.
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Lipaze (triacilglicerol acilhidrolaze E.C. 3.1.1.3.) su
enzimi koji katalizuju veliki broj reakcija na granici hid-
rofobne i hidrofilne faze. Lipaze imaju znacajnu ulogu u
metabolizmu lipida zbog ¢ega su veoma rasprostanjeni
u prirodi. Mogu biti biljnog, Zivotinjskog i mikrobiolos-
kog porekla. Trenutno, najveci biotehnoloski znacaj ima-
ju lipaze mikrobioloskog porekla, zbog niza prednosti u
odnosu na lipaze biljnog i animalnog porekla [1]. Zbog
svojih karakteristika, lipaze imaju Siroku primenu u in-
dustriji. Enzimski postupci sinteze koji se primenjuju u
prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji,
imaju sve vedi znacaj jer se svrstavaju u ,zelene“ pos-
tupke i dobijeni proizvodi mogu da dobiju etiketu pri-
rodnog proizvoda [2]. Neke od reakcija u kojima lipaze
nalaze primenu su reakcije hidrolize [3], transesterifi-
kacije [4], sinteza estara [5,6], razdvajanje opticki aktiv-
nih izomera [7]. Za industrijsku primenu lipaza od veli-
kog znacaja je mogucnost imobilizacije, pri ¢emu se
imobilizacija najcesce vrsi kovalentnim vezivanjem lipa-
ze na nosac, adsorpcijom i smesStanjem u polimerne no-
sace [8]. Ipak, najvecu termostabilnost i aktivnost poka-
zuju lipaze vezane kovalentnim vezama na nosac [9,10],
a samim tim su i najcesée koriséene u industrijskim us-
lovima. Najveca prednost imobilizacije enzima je u to-
me Sto se dobija visoko specifican katalizator koji se
moze upotrebiti viSe puta, a iz reakcione smese se mo-
ze lako izdvoijiti, filtriranjem ili centrifugiranjem [11].
Ipak, najveci nedostatak ovog postupka je pad enzim-
ske aktivnosti pri samom postupku imobilizacije, kao i
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potreba da se u nekim slucajevima izvrsi prethodna ak-
tivacija nosaca [12,13].

Kao povoljan nadin imobilizacije pokazala se i imobi-
lizacija lipaze na nosa¢ pomocu mikrotalasnog zracenja.
Pokazalo se da se aktivnost lipaze poveéava [14-17]
kako u reakciji hidrolize tako i u reakciji esterifikacije
[18,19]. Posebna povoljnost pri imobilizaciji pomocu
mikrotalasnog zraenja je drasti¢no skraéenje vremena
trajanja imobilizacije. Sam mehanizam nije u potpunos-
ti razjasnjen, ali se ukupni efekat mikrotalasa moze pri-
pisati kako termalnom, tako i netermalnom efektu. Ve-
liki znacaj pri ovom nacinu imobilizacije ima i aktivnost
vode [19].

U prethodnim istrazivanjima ustanovljeno je da li-
paza iz C. rugosa moze da se imobilizuje na komerci-
jalne nosace Eupergit®C i Eupergit®C 250L pomocu mik-
rotalasnog zraCenja u postupku koji traje samo 3 min
[20]. Tako dobijeni uzorci koris¢eni su za ispitivanje
lipoliticke i esterifikacione aktivnosti imobilisane lipaze.
Rezultati su pokazali da se vreme imobilizacije drastic-
no skracuje sa 48 h na svega nekoliko minuta. Takode
je pokazano da je, nasuprot Cinjenici da je vezana ma-
nja koli¢éina enzima (do 29%) nego konvencionalnim
postupkom imobilizacije, aktivnost lipaze imobilisane po-
mocu mikrotalasa nesto veca, kao i da dolazi do blagog
povecanja aktivnosti imobilisane lipaze u odnosu na slo-
bodnu. Ovako imobilisana lipaza pokazala je i dobru
operativnu stabilnost pri reakciji esterifikacije, s obzi-
rom na to da je koris¢ena u 9 ciklusa pre nego sto je ak-
tivnost pala ispod 50% pocetne aktivnosti imobilizata [20].

S obzirom na rezultate postignute u prethodnim is-
traZivanjima, moze se zakljuciti da imobilizacija pomocu
mikrotalasnog zracenja moze nadi Siru primenu od kon-
vencionalnih metoda imobilizacije. U ovom radu ispitan
je uticaj reakcionih uslova na reakciju esterifikacije li-
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pazom iz C. rugosa imobilisane na komercijalne nosace
pomocu mikrotalasnog zracenja. Kao nosaci koriséeni
su Eupergit®C i Eupergit®C 250L — polimerni nosaci
dobijeni kopolimerizacijom N,N-metil-bis(metakrilami-
da), glicidilmetakrilata, alil glicidil etra i metakrilamida.
Ovi nosaci su veoma pogodni za industrijsku primenu, a
zbog dobre hemijske i mehanicke stabilnosti mogu se
primeniti na razliCite reaktorske konfiguracije. Navede-
ni nosaci vezuju enzim bez predhodne modifikacije,
gradeci kovalentne veze preko epoksidnih grupa, a
ovako vezan enzim pokazuje veliku stabilnost u pore-
denju sa enzimima vezanim na druge komercijalne no-
sacCe [21-23]. Imobilisana lipaza koris¢ena je u reakciji
sinteze amil-izobutirata. Prilikom imobilizacije dolazi do
promene konfiguracije enzima kao i promena u sastavu
mikrookoline enzima, pa je neophodno ispitati uticaj ra-
zlicitih faktora na reakciju sinteze estara. Glavni cilj ovog
rada bio je da se ispita uticaj 4 eksperimentalna faktora
na reakciju sinteze estra primenom statistickih metoda.
Primenom centralnog kompozitnog rotatabilnog ekspe-
rimentalnog plana izbegnuta je primena komplikovane i
delom nepouzdane konvencionalne metode ispitivanja
uticaja reakcionih faktora koja podrazumeva veliki broj
eksperimenata, a dobijeni rezultati ne daju sliku o me-
dusobnoj interakciji pojedinacnih reakcionih faktora.

EKSPERIMENTALNI DEO

Materijali

Kao biokatalizator u ovom radu koriséena je lipaza iz
C. rugosa, proizvod kompanije Sigma, St. Louis, SAD.
Nosaci koris¢eni za imobilizaciju, Eupergit®C i Euper-
git®C 250L, komercijalni su nosacéi kompanije Rohm
Pharma Polymers, Darmsdadt, Nemacka. Kao standard
za odredivanje sadrZaja proteina koriséen je rastvor al-
bumina iz govedeg seruma — BSA (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, SAD). Za sintezu estra koriS¢eni su amil-alko-
hol (Lachema, Neratovice, Republika Ceska) i izobuter-
na kiselina (Farmaitalia Carlo Erba, Milano, Italija). Kao
rastvarac koriS¢en je izooktan (Riedel-de-Haén, Nemacka).

Metode

Imobilizacija enzima

Imobilizacija lipaze iz C. rugosa izvrsena je pomocu
mikrotalasnog zracenja. Kao $to je u uvodnom delu
receno, imobilizacija se vrsi formiranjem kovalente veze
enzim—nosac, direktno preko epoksidnih grupa nosaca.
Uzorak je pripremljen tako $to je u balonu sa slifovanim
zatvaraCem odmereno 500 mg nosaca i dodato 75 ml
rastvora lipaze (koncentracije 1 mg ml™") u fosfatnom
puferu (koncentracije 1 mol dm~, pH 7,0). Ovako pri-
premljeni uzorci izlazu se mikrotalasnom zracenju sna-
ge 100 W, u mikrotalasnoj pecnici (Samsung M182DN,
Port Klang, Malezija). Vreme izlaganja mikrotalasima
varirano je u intervalu od 1 do 4 min. Takode je pri-
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premljen i uzorak koji je mikrotalasnom zracenju bio
izloZzen 2 min, zatim ohladen na sobnu temperaturu i
ponovo izlozen mikrotalasnom zracenju u toku 2 min.
Tempeartura uzorka tokom imobilizacije je merena po-
mocu IR termometra (Ebro TN4088LC, Ebro electronics
GmbH&Co. KG, Nemacka), a belezena je maksimalna
postignuta temperatura. Nakon reakcije, imobilizat je
izdvojen na vakuum filteru, ispran fosfatnim puferom
(3%10 ml pufera koncentracije 1 mol dm™, pH 7,0), a
zatim osusen na sobnoj temperaturi tokom 12 h.

Odredivanje koncentracije vezanog enzima

Uzorci standardnog rastvora lipaze koncentracija u
opsegu od 0,05 do 0,5 mg ml™ dobijeni su razblaziva-
njem osnovnog rastvora lipaze koncentracije 1 mg ml ™.
Ovako pripremljeni uzorci koriséeni su za odredivanje
koncentracije proteina metodom po Loriju [24]. Kao
standard pri odredivanju sadrzaja proteina koris¢en je
rastvor albumina iz govedeg seruma (BSA). Stepen imo-
bilizacije odredivan indirektno, primenom Lorijevog
metoda za odredivanje proteina iz rastvora filtrata zao-
stalog nakon izdvajanja imobilizata. Na bazi dobijenog
rezultata izraCunata je masa proteina u filtratu, a masa
vezanog enzima izracunata je kao razlika izmedu mase
enzima unete u imobilizaciju i mase enzima u filtratu, i
izrazena je po masi suvog nosaca. Stepen imobilizacije
izrazen je kao procenat vezanog enzima.

Enzimski katalizovana sinteza estara

Sinteza estra izvodena je u balonu sa Slifovanim za-
tvaracem (100 ml). Reakciona smesa se sastoji od pret-
hodno pripremljenih i osuSenih imobilizata, 5 pl vode i
po 1,25x10° mol amil-alkohola i izobuterne kiseline.
Ovako pripremljena reakciona smesa dopunjena je izo-
oktanom do 5 ml i smesStena je na termostatirano vo-
deno kupatilo sa mesanjem na 45 °C i 150 obrtaja/min
tokom 48 h. Ovi uslovi su ranije ustanovljeni kao opti-
malni za datu reakciju [25] i kao takvi primenjeni su u
prvom nizu eksperimenata ovog rada. Reakcija je nakon
48 h prekidana dodatkom smese etanola i dietil etra.
Tok reakcije pracen je titracijom uzorka rastvorom
NaOH koncentracije 0,1 mol dm™ u prisustvu fenolfta-
leina kao indikatora. Razlika u utrosku NaOH pojedinac-
nih uzoraka i slepe probe koristi se za racunanje ste-
pena konverezije, tj. prinosa estra izrazenog kao umol
proizvoda po 1 g suvog nosaca i minuti. Da bi bila ispi-
tana ispravnost ove metode, nasumi¢no odabrani uzor-
Ci su ispitani i pomocéu gasne hromatografije (GC). Ko-
ris¢en je gasni hromatograf Varian 3400 opremljen DB-1
kapilarnom kolonom dimenzija 30 mx0,256 mm, deb-
liine filma 1,25 um (J&W Scientific, Folsom, SAD), pla-
meno jonizuju¢im detektorom i S/SL staklenim injekto-
rom (1071 kapilarni injektor). Primenjen je slede¢i tem-
peraturni rezim: pocetna temperatura kolone 60 °C,
pocetno vreme zadrzavanja 1,0 min, krajnja tempera-
tura kolone 240 °C uz interval zagrevanja 5 °C min ",
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krajnje vreme zadrzavanja 10,0 min. Kao noseci gas ko-
riden je azot pri protoku 1ml min™", temperatura injek-
tora 250 °C, odnos razdeljivanja 1:60, temperatura de-
tektora 300 °C, atenuacija 1 i opseg 10™° A mV . Kako
je primenom GC analize ustanovljeno da greska titra-
cione metode manja od 3%, primenjena titraciona me-
toda se smatra odgovaraju¢om.

Optimizacija reakcije esterifikacije primenom
statistickih metoda

U ovom radu, u sistemu sa imobilisanom lipazom,
uticaj Cetiri eksperimentalna faktora ispitan je pomocu
centralnog kompozitnog rotatabilnog eksperimental-
nog plana, na pet nivoa vrednosti ispitivanih faktora.
Primenjeni eksperimentalni plan ukljucuje 30 ekspri-
mentalnih tacaka, i to 16 faktorskih, 8 aksijalnih i 6
centralnih. Ispitan je uticaj Cetiri parametra: pocetne
koncentracije vode, temperature, pocetne koncentra-
cije imobilisanog enzima i molarnog odnosa kiseline i
alkohola. U tabeli 1 date su stvarne i kodirane vrednosti
ispitivanih faktora, primenjene u eksperimentu.

Eksperimenti su u skladu sa eksperimentalnim pla-
nom vodeni nasumi¢nim redosledom, ne bi li se na taj
nacin eliminisala mogucnost sistemske greske. Odzivna
veli¢ina u ovom setu eksperimenata bila je stepen kon-
verzije, tj. prinos estra izraZzen u procentima u odnosu
na teorijski prinos. Dobijeni rezultati modelovani su jed-
nacinom drugog reda koja ukljucuje ¢lanove koji opi-
suju interakcije izmedu razlicitih faktora:

5 5 4 s
Y =B+ 2 BaXi + X BaXP+ 2 X BaXiX;
i1 i1

i=1j=i+1

(1)

gde je Y odzivna veli¢ina (prinos estra), S, B L i B
koeficijenti za odsecak, linearni, kvadratni i interaktivni
koeficijent regresije, redom, a X; i X; nezavisne promen-
ljive. Adekvatnost modela je testirana disperzionom ana-
lizom modela. Vrednosti koeficijenata i njihova statis-
ticka signifikantnost su odredeni metodom najmanjih
kvadrata koris¢enjem programa Matlab (verzija 7.2). Pa-
rametar koji opisuje adekvatnost matematickog mode-
la odreden je FiSerovim testom. Signifikantnost regre-
sionih koeficijenata ispitana je Studentovim testom, a
dati koeficijent se smatra signifikantnim ukoliko je za
odredeni tip koeficijenta (linearni, kvadratni ili interak-
tivni) vrednost Studentovog testa veca od tablicne.

Tabela 1. Kodirane vrednosti za stvarne vrednosti faktora

Table 1. Coded values of Actual values of examined reaction factors

REZULTATI | DISKUSIJA

Rezultati imobilizacije enzima pomoc¢u mikrotalas-
nog zraCenja u ranijim radovima ukazuju na to da je
ovaj metod imobilizacije perspektivan, kako sa stano-
viSta samog procesa imobilizacije, tako i sa stanovista
aktivnosti dobijenih imobilizata. U ovom radu bic¢e upo-
redo prezentovani rezultati imobilizacije na Eupergit®C
i Eupergit®C 250L, u zavisnosti od vremena trajanja
imobilizacije kao i od molariteta pufera koris¢enog pri
imobilizaciji. Imobilizati dobijeni u ovoj seriji eksperime-
nata koriS¢eni su za reakciju sinteze amil-izobutirata.
Na slici 1 dat je uporedni prikaz mase vezane lipaze iz C.
rugosa na Eupergit®C i Eupergit®C 250L u zavisnosti od
vremena izlaganja mikrotalasima.

Kako se sa slike 1 moZze videti, znatno veca kolicina
lipaze se vezuje u reakcijama u kojima se kao nosac ko-
risti Eupergit®C. NajviSe lipaze vezano je na Eupergit®C
nakon 4 min izlaganja, 48,3 mg po gramu suvog nosaca,
dok je najvise enzima na Eupergit®C 250L vezano nakon
3 min, 27,2 mg po gramu suvog nosaca. Ovakav rezultat
je i ocekivan s obzirom na samu prirodu nosaca, tj. Ci-
njenicu da Eupergit®C sadrzZi znatno vedi broj epoksid-
nih grupa (oko 600 pmol po gramu suvog nosaca) nego
Eupergit®C 250L (oko 250 umol po gramu suvog no-
saca) [26]. Tokom ove eksperimentalne serije u reakcio-
noj smesi su zabeleZzene masimalne temperature u in-
tervalu od 25,5 °C (Eupergit®C 250L, 4 min) do 48,3 °C
(Eupergit®C, 4 min).

Kada se detaljnije razmotre rezultati reakcije sinteze
amil-izobutirata, zakljucuje se da je u slucaju oba nosa-
¢a najvecu aktivnost pokazao uzorak imobilisan tokom
3 min. lako je masa vezane lipaze na Eupergit®C bila ve-
¢a u slucaju imobilizacije tokom 4 min, aktivnost ovog
uzorka je znatno manja nego za uzorak imobilisan to-
kom 3 min. Slika 2 daje graficku ilustraciju esterifika-
cione aktivnosti lipaze od vremena izlaganju mikrotala-
sima. Lako se mozZe primetiti da, iako je doslo do po-
vecanog vezivanja enzima na nosac, deo aktivnosti se
izgubio, najverovatnije zbog poviSenja temperature i
posledi¢ne promene prostorne konformacije enzima.
Izveden je i dodatni eksperiment u kojem je imobiliza-
cija izvedena u dve etape koje su trajale po 2 min, iz-
medu kojih je uzorak brzo hladen do postizanja sobne
temperature. Na ovaj nacin se postiZe niza temperatura
u sudu, te se moZe sagledati u kojoj meri je smanjenje

Kodirane vrednosti

Faktor

-2 -1 0 1 2
Temperatura, X; / °C 25 35 45 55 65
Koncentracija imobilisanog enzima, X, / mg ml™ 60 100 140 180 220
Koncentracija vode, X5 / % 0 0,25 0,5 0,75 1
Molski odnos kiseline i alkohola, X, 0,5 1 1,5 2 2,5
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Slika 1. Uporedni prikaz mase vezane lipaze iz C. rugosa na Eupergit®C i Eupergit®C 250L u zavisnosti od vremena izlaganja

mikrotalasima.

Figure 1. The effect of time of microwave irradiation on enzyme loading on Eupergit®C and Eupergit®C 250L.
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Slika 2. Uporedni prikaz esterifikacione aktivnosti lipaze iz C. rugosa imobilisane na Eupergit®C i Eupergit®C 250L u zavisnosti od

vremena izlaganja mikrotalasima.

Figure 2. The effect of time of microwave irradiation on bound esterification activity on Eupergit®C and Eupergit®C 250L.

aktivnosti imobilisanog enzima posledica zagrevanja. U
ovom eksperimentu vezano je 45,1 mg g_1 lipaze na Eu-
pergit®C, a 24,9 mg g_1 lipaze na Eupergit®C 250L. Pos-
tignute esterifikacione aktivnosti su 1,56 1U g'1 u sluca-
ju imobilizacije na Eupergit®C i 0,98 IU g u sluéaju
imobilizacije na Eupergit®C 250L. Masa vezanog enzima
i esterifikaciona aktivnost su u oba slu¢aja nize od od-
govarajuéih imobilisanih enzima dobijenih trominutnim
tretmanom. PoSto je maksimalna temperatura u toku
trominutnih imobilizacija bila ¢ak nesto visa nego u
dvostepenom imobilizacionom postupku, moze se za-
kljuciti da toplota koja se generiSe dejstvom mikrota-
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lasa nije presudna u njihovom inaktivirajuéem dejstvu
koje nastaje nakon tre¢eg minuta imobilizacije.

U ranijim radovima, pokazano je da molaritet pu-
fera koris¢enog pri imobilizaciji enzima drasti¢no utice
na stepen imobilizacije, ali i na aktivnost imobilizata
[26,27]. U ovom radu, ispitan je uticaj molariteta pufera
u reakciji imobilizacije lipaze. Uporeden je rezultat do-
bijen za lipazu imobilisanu pomoc¢u mikrotalasnog zra-
¢enja tokom 3 min u 1 M puferu (s obzirom na to da je
u prethodnim eksperimetnima ba$ taj imobilizat poka-
zuje najvecu esterifikacionu aktivnost), sa rezultatom
dobijenim za lipazu imobilisanu pod istim uslovima, ali
u puferu koncentracije 0,5 mol dm>. Dobijeni imobili-
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Slika 3. Uporedni prikaz mase vezane lipaze na Eupergit®C i Eupergit®C 250L u fosfatnom puferu razli¢itih koncentracija.
Figure 3. The effect of molar concentration of phosphate buffer on enzyme loading on Eupergit®C and Eupergit®C 250L.
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Slika 4. Uporedni prikaz esterifikacione aktivnosti lipaze imobilisane na Eupergit®C i Eupergit®C 250L u fosfatnom puferu razlicitih

koncentracija.

Figure 4. The effect of molar concentration of phosphate buffer on esterification activity bound on Eupergit®C and Eupergit®C 250L.

zat upotrebljen je u reakciji esterifikacije. Na slikama 3 i
4 dati su graficki prikazi dobijenih rezultata.

Kao $to se sa slike 3 moze videti, vise lipaze se ve-
zuje na nosac u prisustvu pufera ve¢eg molariteta. Kao
Sto je ve¢ pomenuto, ovakav rezultat je ocekivan s ob-
zirom na to da sa povecanjem jonske jacine rastvora
dolazi i do jacanja hidrofobnih interakcija izmedu no-
saca i molekula lipaze. | u ovom slucaju lako je uocljivo
da se vise lipaze vezuje na Eupergit®C.

Na slici 4 uocljivo je da je, sa stanovista reakcije es-
terifikacije, povoljnija imobilizacija u puferu vec¢eg mo-
lariteta. Ipak, treba naglasiti da je u ranijim radovima
pokazano da, zavisno od tipa reakcije koju katalise li-
paza, moZze biti povoljnije imobilizaciju voditi i u puferu
manjeg molariteta [20].

Dosadasnji rezultati ukazuju na to da je u reakciji
sinteze amil-izobutirata najpovoljnije koristiti lipazu

imobilisanu na Eupergit®C u jednomolarnom puferu,
pomocu mikrotalasnog zracenja tokom 3 min. Stoga je
u daljem radu lipaza imobilisana upravo na ovaj nacin
koriS¢ena za optimizaciju reakcije esterifikacije pomocu
centralnog kompozitnog rotatatabilnog eksperimental-
nog plana.

Statisticke metode omogucavaju da se ispita uticaj
nekoliko faktora na odredeni proces koristeci relativno
mali broj eksperimenata, a da se pri tome dobije i po-
datak o medusobnoj interakciji pojedinacnih faktora
[28-35].

Faktori koji uticu na sintezu estara pomocu slobod-
ne lipaze su temperatura na kojoj se reakcija odigrava,
pocetni molski odnos kiseline i alkohola, pocetna kon-
centracija vode kao i pocetna masa imobilisanog en-
zima [36]. Stoga je u ovom radu ispitan uticaj ovih fak-
tora i na reakciju katalizovanu imobilisanom lipazu. Uti-

13
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caj eksperimentalnih faktora ispitivan je u slede¢im us-
lovima: temperatura 25-65 °C, pocetni molski odnos ki-
seline i baze 0,5-2,5, pocetna koncentracija vode 0-1%
v/v, koncentracija imobilisanog enzima 60-220 mg ml™.

Reakcije su vodene tokom 48 h na termostatiranom
vodenom kupatilu i skladu sa eksperimentalnim planom,
a kao odzivna veli¢ina koris¢en je stepen konverzije li-
mitirajuceg supstrata. Kompletan eksperimentalni plan,
zajedno sa rezultatima pojedinacnih eksperimenata dat
je u tabeli 2, a u tabeli su koriS¢ene kodirane vrednosti
faktora. Najbolji rezultat (86,3% konverzije limitirajuéeg
supstrata) postignut je u eksperimentu br. 24, na tem-
peraturi 45 °C, pri koncentraciji dodate vode 0,5%, kon-
centraciji imobilisanog enzima u reakcionoj smesi 220
mg ml™" i po&etnom molskom odnosu kiseline i alkohola
2,5.

Rezultati dobijeni u ovoj eksperimentalnoj seriji fito-
vani su regresionim modelom drugog reda koji uklju-

Tabela 2. Eksperimentalni plan i dobijeni rezultati
Table 2. Experimental design and obtained results

Cuje Clanove koji opisuju interakciju izmedu razlicitih fa-
ktora. Adekvatnost regresionog modela je ispitana po-
mocu FiSerovog testa. S obzirom na to da je vrednost
FiSerovog testa (4,278) manja od tablicne vrednosti za
odgovarajuci stepen slobode eksperimentalnog plana,
dobijeni regresioni model drugog reda smatra se ade-
kvatnim, tj. moZe se koristiti za opisivanje uticaja ispiti-
vanih eksperimentalnih faktora. Signifikantnost koefici-
jenata regresionog modela je ispitana Studentovim te-
stom. Nakon odstranjivanja ¢lanova koji nisu statisticki
signifikantni, dobijen je regresioni model sledeéeg oblika:

Y = 52,95 + 6,635X, + 1,639X; + 9,570X, —
—1,784X,% —1,135X5° — 2,073X,> — 1,174X, X5 +
+2,566X,X, (2)

Statisticka analiza je pokazala da su svi reakcioni
faktori znacajni. PoCetna koncentracija enzima nema
znacajan kvadratni ¢lan, te je zavisnost izmedu prinosa

Br. eksperimenta

Temperatura  Koncentracija imobilisanog Koncentracijavode Pocetni molski odnos

Stepen konverzije, %

X1 enzima, X, X3 kiseline i alkohola, X,
1. -1 -1 -1 -1 29,7
2. 1 -1 -1 -1 36,9
3. -1 -1 -1 38,2
4, 1 -1 -1 45,8
5. -1 -1 1 -1 32,9
6. 1 -1 1 -1 35,3
7. -1 1 1 -1 39,8
8. 1 1 -1 47,8
9. -1 -1 -1 1 36,5
10. 1 -1 -1 1 45,4
11. -1 -1 1 61,4
12. 1 -1 1 64,3
13. -1 -1 1 1 45,4
14. 1 -1 1 1 52,6
15. -1 1 1 1 70,7
16. 1 1 1 1 61,0
17. -2 0 0 0 52,6
18. 2 0 0 0 39,8
19. 0 -2 0 0 38,6
20. 0 2 0 0 61,0
21. 0 0 -2 0 45,8
22. 0 0 2 0 51,8
23. 0 0 0 -2 37,0
24. 0 0 0 2 86,3
25. 0 0 0 0 51,0
26. 0 0 0 0 50,7
27. 0 0 0 0 51,8
28. 0 0 0 0 53,8
29. 0 0 0 0 53,8
30. 0 0 0 0 51,8

[EEN
H
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proizvoda i ovog reakcionog faktora linearno rastuca.
Ostala tri faktora imaju znacajne kvadratne clanove koji
imaju negativnu vrednost, pa se mogu predstaviti kvad-
ratnim funkcijama sa maksimumom. Poredenjem vred-
nosti regresionih koeficijenata u jednacini (2), kao i
posmatranjem slika 5 i 6, moZe se uociti da su faktori sa
najvec¢im uticajem na sintezu amil-izobutirata pocetni
molarni odnos kiseline i alkohola i pocetna koncentra-
cija imobilisanog enzima, dok temperatura i pocetna
koncentracija vode imaju znatno manji uticaj. Pored
toga, signifikantna su i dva koeficijenta interakcije: pozi-
tivne izmedu koncentracije enzima i molarnog odnosa

Stepen konverzije, %

supstrata (+2,566) i negativhe izmedu temperature i
koncentracije dodate vode (—1,174).

Na slici 5 prikazan je uticaj molarnog odnosa sup-
strata i pocetne koncentracije enzima na stepen kon-
verzije limitirajueg supstrata. Pozitivna interakcija ova
dva faktora lako je uocljiva (slika 5a) posSto se najvedi
prinos proizvoda postiZze pri maksimalnoj koncentraciji
enzima i maksimalnom molarnom odnosu supstrata (2,5).
Takode, primetno je da pri najnizoj koncentraciji enzi-
ma molarni odnos ima lokalni maksimum na 2,2, ali sa
daljim povecanjem koncentracije enzima dolazi i do po-
meranja maksimuma van posmatranog opsega. Druga
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Slika 5. Odzivne povrsine (a) i konturni dijagrami (b) uticaja molarnog odnosa supstrata i pocetne koncentracije enzima. x; = 1, x3 =—1.
Figure 5. Response surface (a) and contour plots (b) of effects of substrate molar ratio and initial enzyme concentration. x; = 1, x; =—1.
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Figure 6. Response surface (a) and contour plots (b) of effects of reaction temperature and added water concentration. . x, =2, x, = 2.

dva faktora, temperatura i po¢etna koncentracija vode
ne pokazuju toliko znacajan uticaj na prinos estra. Mak-
simalan prinos estra se postiZe pri temperaturi od 50 °C
i pocetnoj koncentraciji vode 0,1%. Interesantno je da
je u prethodnim istraZivanjima uticaj eksperimentalnih
faktora na esterifikaciju pomocu slobodne lipaze [36]
temperaturni optimum bio znacajno nizi (35 °C). Dakle,
imobilizacija na Eupergit®C pomocu mikrotalasnog zra-
¢enja dovodi do moguénosti koris¢enja lipaze iz C. rugo-
sa na visim temperaturama S$to dovodi i do znacajnog

16

povecanja brzine reakcije. Od velikog je znacaja i Sto
koncentracija vode pokazuje vrlo mali efekat na prinos
proizvoda (slika 6a) jer je regulisanje koncentracije vo-
de u reakcionoj smesi obi¢no najveca prepreka u raz-
voju enzimskih postupaka sinteze estara [2,37,38].

ZAKUUCAK

U ovom radu je pokazano da se lipaza iz C. rugosa
imobilisana na Eupergit®C pomocu mikrotalasnog zra-
¢enja uspesno moze primeniti za sintezu amil-izobuti-
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rata. Znacajno je da se vreme imobilizacije moze dras-
ticno skratiti sa 48 h, koliko traje imobilizacija konven-
cionalnim postupcima, na svega nekoliko minuta. Sva-
kako, vreme izlaganja mikrotalasima kao i molaritet
pufera u kome se imobilizacija vrsi treba prilagoditi
tako da se dobije imobilizat najvece esterifikacione ak-
tivnosti. Takode, u ovom radu je uspesno primenjena
statisticka metoda za optimizaciju najvaznijih reakcio-
nih faktora. Pokazano je da se sa relativho malim broju
eksperimenata moze dobiti pouzdan model koji opisuje
uticaj reakcionih faktora na reakciju sinteze estra. Usta-
novljeno je da su optimalni uslovi za sintezu estra: tem-
peratura 50 °C, pocetna koncentracija imobilisanog en-
zima 220 mg ml_l, koncentracija dodate vode 0,1% i
molarni odnos supstrata 2,5.
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SUMMARY

OPTIMIZATION OF ESTERIFICATION ACTIVITY OF LIPASE FROM Candida rugosa IMMOBILIZED USING
MICROWAVE IRRADIATION

Mladen D. Mihailovi¢, Zorica D. KneZevié-Jugovi¢, Dusan Z. Mijin, Dejan I. Bezbradica

University of Belgrade, Faculty of Technology and Metallurgy, Belgrade, Serbia
(Scientific paper)

Lipases are very efficient biocatalysts with wide application in synthesis of im- Keywords: Microwave e Eupergit® e Im-
portant ingredients of food, cosmetics and pharmaceutical products, due to their mobilization e Lipase
capacity to catalyze both, ester synthesis and ester hydrolysis. The preparation of
stable and active immobilized derivatives of lipases is necessity for their applica-
tion in industrial enzymatic processes. In this work, the optimization of lipase
from C. rugosa immobilization by microwave irradiation was performed, since it
was previously reported that immobilization process can be drastically accele-
rated by means of microwave irradiation, even resulting with slight increase of
lipase activity. Eupergit®, commercial support with active epoxy groups, was used
as immobilization support. In first stage of our study, the immobilization time and
ionic strength of immobilization buffer were optimized. It was found out that the
highest immobilized activity can be achieved at high ionic strengths (1 M buffer)
after 3 min, while further increase of immobilization time led to decrease of lipase
activity. Then, the immobilized derivative obtained at optimum conditions was ap-
plied in synthesis of amyl isobutyrate in organic solvent. Key reaction factors
(temperature, water concentration, immobilized lipase concentration, and sub-
strate molar ratio) were optimized using response surface methodology. The sub-
strate conversion higher above 85% was achieved in our study. The statistical
analysis revealed that each of analyzed factors had significant effect on yield of
ester, with initial enzyme concentration and substrate molar ratio being the most
prominent factors. The second-order regression model that describes the effect of
all four factors on substrate conversion was established. The optimum values of
factors were: temperature 50 °C, initial immobilized enzyme concentration 220
mg mi™, added water concentration 0.1% (v/v), and molar ratio acid/alcohol 2.5.

19




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


