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Tyrimai atlikti Aleksandro Stulginskio universitete, biologiniy atlieky ir
$alutiniy produkty panaudojimo laboratorijoje. Darbo tikslas — jvertinti
gamybos pramonés jmoniy atliekiniy medziagiy savybes ir pakartotinio
panaudojimo galimybes. Siame tyrime buvo nagrinéjamos 2-etilheksanolo-
leato sintezés i§ 2-etilheksanolio ir oleino riigsties galimybés panaudojant
pramoninius fermentus.

Siekiant parinkti efektyviausia biologinj katalizatoriy nagrinéjamai sin-
tezei, buvo vykdoma pramoniniy lipaziy atranka. Reakcijy metu matuotas
riigétingumas ir atlikta plonasluoksné chromatografiné analize.

Parinkus tinkamg lipaze (Lipozyme TL IM), sudarytas eksperimentinio
plano modelis. Jj jvykdZius, nustatytos optimalios salygos nagrinéjamai reak-
cijai. Proceso temperatira — 41,04 °C; proceso trukmé — 26,10 val.; 2-etil-
heksanolio ir oleino ragsties molinis santykis — atitinkamai 2,35:1,16 mol/

mol; fermento (Lipozyme TL IM) kiekis — 9,91 %.

RaktaZodziai: biosintezé, lipazé, 2-etilheksanololeatas

JVADAS

Pasauliné tepaly rinka kiekvienais metais siekia
apie 40 mln. tony, i§ kuriy augaliniy aliejy pa-
grindu pagaminti tepalai ir modifikuoti esteriai
$iuo metu sudaro tik apie 10-15 % (Grand View
Research, 2016). Pusé $iy tepaly jvairiais budais
patenka i aplinka, uztersdami vandenj ir dirvoze-
mj. UzterStumo galima iSvengti apsisaugant nuo
tokiy patekimy, naudojant tepalus daugiau nei
karta arba naudojant biologiskai skaidzias tepa-
masias medziagas (Jain, Suhane, 2013). Ieskoma
budy, kaip mineraling alyva pakeisti aplinkai ne-
zalinga temapaja medziaga (Bekal, Bhat, 2012).
Vadinamieji ,aplinkai draugiski“ produktai
nekelia pavojaus Zmogaus sveikatai ir saugumui,
netersia vandens, dirvos bei oro (Salimon et al.,

2010). Be to, tokie produktai aplinkoje suyra sa-
vaime ar veikiant mikroorganizmams. Kadangi
tepalai veikia aplinka visose gamybos, naudojimo
ir utilizavimo stadijose, jie turi bati netoksiski
kontakto ar jkvépimo atveju.

Atsizvelgiant j §ias ypatybes ir dél visuomenés
susiriipinimo, dauguma Europos Saliy nustaté
reikalavimus, skatinancius naudoti aplinkai ne-
kenksmingus tepalus. Si situacija sudaré unikalig
galimybe sukurti naujus aplinkg tausojancius te-
palus, pagamintus i$ natiraliy produkty. Tikslin-
ga ieSkoti tinkamy ir pigiy biologinés kilmés za-
liavy ir tepamyjy medziagy gamybai (Bart et al.,
2013).

Siekama rasti jvairiy Saltiniy biologinei alyvai
gaminti (Gumbyte ir kt., 2013). Oleino ragstis — al-
ternativi zaliava Siam procesui. Didelé dalis Sios
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rugsties susidaro jvairiy pramonés procesy metu.
Dazniausiai tai — maisto pramonés atlieka. Oleino
rugstis sudaro nemaza $iy atlieky dalj, tad tiks-
linga ja tinkamai panaudoti. Atsizvelgiant j tai,
kad oleino ragstis — ilgagrandé riebaly ragstis, ji
puikiai tinka bioalyvos sintezei. Oleino rugsties
pagrindu sintetinamos biologinés alyvos pasizymi
pagerintomis fizikocheminémis ir tribologinémis
savybémis (Salih et al., 2011).

2-etilheksanolis — placiai pramonéje naudoja-
mas alkoholis. Mazais kiekiais jo randama jvai-
riuose vaisiuose: abrikosuose, slyvose, obuoliuose
(Matthaus, Ozcan, 2015). I§ jo gaminami plasti-
fikatoriai, dangos, klijai, jvairios kitos lipniosios
medziagos. Pramonés nutekamuosiuose vande-
nyse, atliekose galima aptikti $io junginio. Norint
sumazinti aplinkos tarsa, siekiama panaudoti kuo
daugiau atlieky kuriant naujus produktus.

Siekiant rasti efektyviausig ir ekonomigkiausiag
biologinés alyvos sintezés biida, bandoma naudo-
ti biologinius katalizatorius (Razack, Duraiarasan,
2016). Kadangi tepalai yra esteriai, paprastai jiems
sintetinti naudojamos lipazés (Chen et al., 2011).

TYRIMU METODAI IR SALYGOS

Siekiant i3siaiSkinti, kuris katalizatorius efekty-
viausiai vykdo norimg esterinimo reakcijg (1 pav.),
buvo jvertintas visy pramoniniy lipaziy katalizinis
aktyvumas:

Lipozyme RM IM (lipazé i§ Rhizomucor miehei,
imobilizuota ant makroporingo plastiko, aktyvumas
>30 U/g);

Lipozyme 435 (lipazé i§ Candida antarctica, imo-
bilizuota ant polipropileno, aktyvumas - 600 U/g);

Novozym 435 (lipazé i§ Candida antarctica, imo-
bilizuota ant polipropileno, aktyvumas >5 000 U/g);

Lipozyme TL IM (lipazé i§ Thermomyces lanu-
ginosus, imobilizuota ant silikagelio, aktyvumas
>3 000 U/g);

Lipoplase 100L (lipazé i§ Thermomyces lanugino-
sus, skysta, aktyvumas 122 kU/g);

Lecitase ultra (lipazé i§ Fusarium oxysporum,
skysta, aktyvumas 150 U/g);

Resinase A 2X (lipazé i§ Aspergillus oryzae, skys-
ta, aktyvumas 119,6 kU/g).

Reakcijos vykdytos 24 valandas esant 40 °C tem-
peratiirai, pasirinktas substraty (oleino ragsties bei
2-etilheksanolio) molinis santykis 1:1. Naudotas
fermento kiekis — 7 % nuo oleino ragsties masés.

Esterinimo reakcija vykdyta konusinéje kolbo-
je, kuri buvo sujungta su termometru ir tempera-
taros valdikliu bei maisykle (pastovus stukiy daz-
nis 250 min.™). | kolbg buvo supilami substratai,
pasildomi iki reikiamos (30-60 °C) temperati-
ros, tada jberiamas ar jpilamas biologinis katali-
zatorius. Jvykus reakcijai, t. y. praéjus numatytam
laikui, lipazés nufiltruojamos (jei fermentas imo-
bilizuotas) arba misinys 10 min. pakaitinamas
(esant skystam fermentui) 80 °C temperatiroje,
denataruotas fermentas taip pat pasalinamas fil-
truojant.

Vykdant reakcijas, imti méginiai: kas valanda
plonasluoksnei chromatografinei analizei; kas dvi
valandas rag§tingumo tyrimams. Méginiai imti
kas valanda pirmas a$tuonias reakcijos vyksmo
valandas, o paskutinis méginys paimtas praéjus
24 valandoms nuo reakcijos pradzios.

Pagal ragstingumo sumazéjima reakcijos terpé-
je buvo sprendziamas sureagavusiy rugsciy kiekis.
Ragstingumo tyrimai buvo atliekami pagal stan-
darto LST EN ISO 660 ,Gyvuliniai ir augaliniai
riebalai ir aliejus. Ragsciy skaiciaus ir ragstingu-
mo nustatymas” reikalavimus.

CoHs

Fermentas

-H,0

WWMO

1 pav. 2-etilheksanololeato sintezés schema

Fig. 1. Scheme of 2-ethylhexanololeate synthesis
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Plonasluoksnei chromatografijai naudotos boru
impregnuotos silikagelio G-25 plokstelés, kuriy
storis 0,25 mm. 50 pl produkto istirpinama 500 pl
dietileterio, gautas misinys homogenizuojamas. 2 pl
gauto misinio $virkstu uzlasinama ant plonasluoks-
nés chromatografijos ploksteliy. Kontrolei naudota
oleino ragstis (K, ), reakcijoms — substraty misinys
santykiu 1:1 (K ). Kontroliniai bandiniai taip pat is-
tirpinti dietileteryje. Plokstelés buvo jmerkiamos i
eliuentg (petroleterio (PE) : dietileterio (DEE) : acto
ragsties (AR) misinys atitinkamai santykiu 80:20:1)
ir laikomos tol, kol nesiklis pasiekia apie 1-1,5 cm
iki ploksteliy vir$aus. Eliuento buvo tiek, kad jis ne-
apsemty viety, ant kuriy buvo uzlasinti méginiai.
Eliuentui kylant plokstele, tiriamosios medziagos
kyla kartu su nesikliu (eliuentu). Plokstelés i$ima-
mos bei dziovinamos ir laikomos jodo gary kamero-
je. Atsizvelgiant j tai, kad jodo garai sudaro spalvo-
tus kompleksinius junginius su daugeliu organiniy
junginiy, pakelty méginiy vaizdas ant plokstelés is-
ryskéja. Tada tirty meéginiy démés buvo lyginamos
su kontrolinémis démémis, démesys kreipiamas j
démiy padétj, uzimamg plotg ir ryskuma.

Siekiant nustatyti optimalias oleino ruigsties este-
rinimo 2-etilheksanoliu salygas, naudotasi Design-
Expert 10 (Stat-Ease, Minneapolis) kompiuterine
programa. Pavirsiaus atsako metodologija (response
surface methodology (RSM)) yra patikimas chemi-
niy tyrimy statistinis paketas, kuriuo galima ap-
doroti cheminius / biocheminius procesus, opti-
mizuojant parametrus su maziausiu eksperimenty
skai¢iumi. Parinkus procesui adekvaciai atitinkantj

1 lentelé. Nagrinéjamy veiksniy reik§miy diapazonas

Table 1. The range of relevant factor values

modelj ir radus jj aprasancia lygtj, galima rasti kin-
tamuyjy vertes, kurios lemty norimg atsako reiksme.

Nagrinéjama penkiy veiksniy (Numeric factors)
sistema (1 lentelé). Sumodeliuotas penkiy veiksniy
eksperimentinis planas pagal centrinj kompozicinj
(Central composite) modelj, kurj sudaro 50 bandy-
my. Procese buvo naudojamas ragstingumo atsa-
kas. Atlikus eksperimento plane numatytus eksperi-
mentus (kiekvienas bandymas kartotas tris kartus),
rezultatai buvo analizuojami, taikytas geriausiai re-
zultatus atitinkantis modelis. Eksperimenty rezulta-
tai pateikiami grafikuose ir lentelése. Atsizvelgiant
j diagnostikos rezultatus sudarytas modelis. Jeigu
aptinkamos eksperimento klaidos, jos buvo pasali-
namos i§ modelio, taip pat pasalinami nereik$mingi
kintamieji, jei be jy modelis geriau apraso eksperi-
mentinius duomenis.

Duomeny analizé ir jy dispersiné analizé
(ANOVA) parodé, kad atsakas geriausiai buvo ap-
raSomas kvadratiniu modeliu (Quadratic Model).
Atsakui prognozuoti naudota kvadratiné polino-
miné funkcija:

4 4
p=p,+ Z B, X, +Z ﬁiixf
i=1 i=1
30 4 4 ,
+ Z Z Binin + Z BiiiXh
i=1 j=i+l i=1
u — atsakas (priklausomas kintamasis); X, ir X' - nepri-

Klausomi kintamieji; B, §, B, ;> P;; — pastovis koe-
ficientai (tiesinés, kvadratinés ir sgveikos dedamuyjy).

Matavimo Minimali Maksimali e Standartinis
- . . . TRt Vidutiné .
Pavadinimas vienetai reik§mé reik§mé reikéme nuokrypis
Title Units of mea- Minimum Maximum Standard
Average value e
surement value value deviation
Fermento masés daths % ] 10 55 371
Enzyme parts by weight
Temperatiira °C 30 60 45,0 12,37
Temperature
Trukmé val, 24 30 27,0 2,47
Duration
Alkohoho kiekis mol | 3 2.0 0.82
Quantity of alcohol
Ragsties kiekis mol 1 3 2.0 0.82

Quantity of acid
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siekant parinkti efektyviausig biokatalizatoriy
2-etilheksanololeato biotechnologinei sintezei,
jvertintas visy minéty pramoniniy lipaziy selek-
tyvumas vykdomai reakcijai (1 pav.). Reakcijos
produkto susidarymas vertinamas pagal oleino
rugsties kiekio sumazéjima reakcijos terpéje. Ma-
zéjantis rugstingumas reakcijos terpéje reiskia,
kad bandinyje rugsciy skai¢ius mazéja — jungiasi
i esterius. Gauti duomenys pateikti 2 paveiksle.

I§ pateikty duomeny matyti, kad maziausiu
kataliziniu aktyvumu pasizyméjo lipazés Lipo-
plase 100L, Lecitase Ultra ir Resinase A 2X. Nau-
dojant $ias lipazes, pasibaigus reakcijos vykdymo
laikui, susidaré rugstingumai atitinkamai 64,37,
60,59, 48,62 %.

Jvertinus visg procesg, nustatytas efektyviau-
sias katalizatorius 2-etilheksanololeato biotechno-
loginei sintezei — Lipozyme TL IM. Atsizvelgiant
i tai, kad pirmomis reakcijos vyksmo valandomis
fermentas didelio aktyvumo neparodé (rugstin-
gumas po dviejy valandy - 65,24 %, po astuo-
niy - 56,29 %), taciau po 24 val. méginio rags-
tingumas sumazéjo net iki minimumo - 6,65 %.

Biologinis katalizatorius Lipozyme TL IM
ekonomiskai naudingiausias, kadangi jo kaina,
palyginti su kitomis pramoninémis lipazémis,
itin skiriasi (pvz., Novozym 435 kainuoja 1 200-
1 600 EUR/kg, Lipozyme TL IM - 75-90 EUR/
kg). Sis kriterijus leidZia rinktis ilgesnj katalizuo-

jamos reakcijos vyksmo laika nepaisant energijos
istekliy.

Siekiant istirti reakcijos eiga, kas valanda i$
reakcijos miSinio imti méginiai plonasluoksnei
chromatografijai. Méginiai lyginti su gryna olei-
no rugstimi ir 2-etilheksanolio bei oleino rugs-
ties mi$iniu, atitinkanciu reakcijai imto misinio
koncentracija (nulinis tagkas). Rezultatai pateikti
3-4 paveiksluose.

Visos naudotos lipazés laikui bégant formuoja
ta patj produkts, kadangi nutraukus reakcija po
24 valandy ant plokstelés matomos démés tame
paciame aukstyje. IS gauty rezultaty matyti, kad
1-3 numeriais pazymétos lipazés jau praéjus 3-4
valandoms nuo reakcijos vyksmo pradzios pradéjo
sintetinti reikiamg produkty, kitoms (4-7 nume-
riais pazymétoms) lipazéms reikéjo daugiau laiko.

Pagal ragstingumo tyrimo rezultatus, efekty-
viausia lipazé Lipozyme TL IM produkty pradéjo
sintetinti praéjus 6-7 valandoms, taciau labai ne-
intensyviai. Po 24 valandy matyti, kad produkto
kiekis yra gerokai padidéjes. Ploksteléje, kurioje
tirtas méginys po 5 valandy nuo reakcijos vyks-
mo pradzios, matyti, jog $is fermentas greiciau-
siai pirma susintetina tarpinj junginj (matyti
démé, kuri nesutampa su galutinio produkto pa-
likta déme), i§ kurio véliau sintetinamas galutinis
produktas. Dél Sios priezasties reakcija turi buti
vykdoma ilgiau nei su kitomis lipazémis.

Atlikus eksperimento plane numatytus bandy-
mus, rezultatai analizuojami, taikomas geriausiai
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2 pav. Lipaziy efektyvumas oleino ragsties esterinimo reakcijoje (temperattira — 40 °C,
molinis substraty santykis — 1:1, fermento koncentracija — 7 % nuo oleino rugsties

masés)

Fig. 2. Lipase efficiency in esterification reaction (temperature 40 °C, molar substrate
ratio 1:1, enzyme concentration 7% of oleic acid quantity)
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3 pav. Plonasluoksnés chromatografijos tyrimo rezultatai. Méginiai imti praéjus
1 val. nuo reakcijos vyksmo pradzios (OR - oleino ragstis; 0 — nulinis taskas;
I - Lipozyme RM IM; 2 - Lipozyme 435; 3 - Novozym 435; 4 — Lipozyme TL IM;
5 - Lipoplase 100L; 6 - Lecitase Ultra; 7 - Resinase A 2X)

Fig. 3. The results of thin layer chromatography. Samples were taken one hour af-
ter the start of reaction (OR, oleic acid; 0, point zero; 1, Lipozyme RM IM; 2, Li-
pozyme 435; 3, Novozym 435; 4, Lipozyme TL IM; 5, Lipoplase 100L; 6, Lecitase

Ultra; 7, Resinase A 2X)

rezultatus atitinkantis modelis. Siame tiriama-
jame darbe sarysis tarp atsako (rugstingumo)
ir penkiy proceso kintamuyjy (alkoholio ir olei-
no rugsties molinio santykio, biokatalizatoriaus
kiekio, proceso temperatiiros ir trukmeés) buvo
jvertintas naudojant pavirsiaus atsako metodolo-
gija. Design-Expert 10 programiné jranga buvo
naudojama siekiant nustatyti ir jvertinti visus re-
gresijos modelio lygties koeficientus ir jy statisti-

nius reikémingumus. Statistiné dispersiné analizé
(ANOVA) naudota vertinant pritaikyto modelio
tinkamuma gautoms eksperimentinémis reiks-
méms. IS duomeny ir statistinés dispersinés ana-
liziy matyti, kad atsakas geriausiai buvo apraso-
mas kvadratiniu modeliu Quadratic Model, t. y.
antrojo laipsnio polinominiu modeliu. Pagal §j
modelj sudaryta galutiné proceso lygtis, aprasanti
eksperimentinius taskus:

OR

0 / 2

3

4 5 6 7

4 pav. Plonasluoksnés chromatografijos tyrimo rezultatai. Méginiai imti praéjus
24 val. nuo reakcijos vyksmo pradzios (OR - oleino raigstis; 0 — nulinis taskas;
I - Lipozyme RM IM; 2 - Lipozyme 435; 3 — Novozym 435; 4 - Lipozyme TL IM;
5 - Lipoplase 100L; 6 - Lecitase Ultra; 7 - Resinase A 2X)

Fig. 4. The results of thin layer chromatography. Samples were taken 24 hours af-
ter the start of reaction (OR, oleic acid; 0, point zero; 1, Lipozyme RM IM; 2, Lipo-
zyme 435; 3, Novozym 435; 4, Lipozyme TL IM; 5, Lipoplase 100L; 6, Lecitase Ultra;

7, Resinase A 2X)
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R, = 448,27050 - 1,54103 - F - 2,60414 - T -
26,23950 - H + 10,82257 - A + 30,23302 - R -
9,25058 - 10* - F - T - 0,057677 - F - H - 0,34530 -
F-A+089729 - F- R -0,023366 - T - H +
0,033184 - T - A + 0,065460 - T - R - 0,67949 -
H-A+1,190064 - H-R-8,64257 - A - R - 0,23673 -
F2+ 0,033817 - T? + 0,47360 - H? + 3,30463 - A? -
10,54279 - R%

R, - ragstingumas %;

F - fermento kiekis %;

T — proceso temperatira °C;

H - proceso trukmé val.;

A - alkoholio kiekis mol;

R - ragsties kiekis mol.

Statistiniy duomeny modeliy dispersijy santy-
kio (F) verteé lygi 9,52. Tai reiSkia, kad modelis yra
statistiSkai reik§mingas. Egzistuoja tik 0,01 % ga-
limybé, kad tokia didelé modelio F-verté atsirasty
deél triuksmy (paklaidy, nataralaus issibarstymo).
Vertinant modelio tinkamuma, analizuojamos
liekanos ir skai¢iuojamas determinacijos koefi-
cientas (R?). Determinacijos koeficientas parodo,
kokig dalj tiriamojo pozymio dispersijos apima
naudojamas matematinis modelis. Determinacijos

koeficientas, koreguoti modelio parametry skai-
¢iui, atitinkan¢iam eksperimento plano taskus,
yra 0,8687, t. y. modelis gali paaigkinti 86,87 %
atsako svyravimy. Eksperimento planui progno-
zuota R? verté lygi 0,6276 ir yra artima koreguotai
R? vertei (jos neturéty skirtis daugiau nei 0,2).

Atitinkamo tikslumo verté nagrinéjamam
modeliui yra 12,993. Si verté parodo signalo ir
triuk§mo santykj. Pageidautina, kad verté buty
didesné nei 4. Sio modelio atveju atitinkamo tiks-
lumo verté yra daugiau nei 3 kartus didesné uz
pageidaujama verte.

Siekiant i$siaiskinti ry$j tarp nepriklausomy
kintamuyjy ir atsako (ragstingumo), buvo nagri-
néjami proceso atsako pavirsiaus trimaciai mo-
deliai (5-14 pav.). Kiekvienu atveju buvo fiksuo-
jami du nepriklausomi kintamieji (X ir Y asyse),
priklausomy kintamyjy reik§més parenkamos
tokios, kad atsako pavirsius nusakyty maziausia
jmanoma atsako verte.

[$analizavus grafikuose pateiktas reakcijos
veiksniy priklausomybes, galima daryti i$vada,
kad norint pasiekti maziausig proceso rugstingu-
ma procesa reikia vykdyti tokiomis salygomis:

Ragstingumas %
Acidity, %

52,50 7,75
60,00 ~10,00

Proceso temperattira °C
Process temperature, °C

Fermento kiekis %
Enzyme quantity, %

5 pav. Proceso temperatiros ir fermento
kiekio sgveikos atsako pavirsius, kai pro-
ceso trukmé - 24 val.; ragsties ir alkoholio
molinis santykis - 1:1 mol/mol

Fig. 5. Response surface of the interaction
between the process temperature and en-
zyme amount when duration is 24 h and
acid and alcohol molar ratio 1:1, mol/mol

57,00
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Acidity, %
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Ragstingumas %

27,00 550
_ 775
30,00 10,00

Proceso trukmeé val.
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305
™" Fermento kiekis %
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6 pav. Proceso trukmeés ir fermento kie-
kio sgveikos atsako pavirsius, kai proceso
temperatara — 45 °C; ragsties ir alkoholio
molinis santykis — 1:1 mol/mol

Fig. 6. Response surface of the interaction
between the process duration and enzyme
amount when temperature is 45 °C and
acid and alcohol molar ratio 1:1, mol/mol
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7 pav. Alkoholio ir fermento kiekio sgvei-
kos atsako pavir$ius, kai proceso tempe-
ratara - 45 °C; proceso trukmé - 24 val,;
oleino ragsties kiekis — 1 mol

Fig. 7. Response surface of the interaction
between the alcohol and enzyme amount
when temperature is 45 °C, duration 24 h
and quantity of oleic acid 1 mol

8 pav. Fermento ir oleino ragsties kie-
kio sgveikos atsako pavirSius, kai pro-
ceso temperatiira - 45 °C; proceso truk-
mé - 24 val.; alkoholio kiekis - 1 mol

Fig. 8. Response surface of the interaction
between the enzyme and oleic acid amount
when temperature is 45 °C, duration 24 h
and quantity of alcohol 1 mol

9 pav. Proceso trukmés ir temperattiros
saveikos atsako pavirsius, kai ragsties ir
alkoholio molinis santykis - 1:1 mol/mol;
fermento kiekis - 10 %

Fig. 9. Response surface of the interaction
between the process duration and tempera-
ture when acid and alcohol molar ratio is
1:1, mol/mol, and enzyme quantity is 10%

10 pav. Proceso trukmeés ir temperatiiros
saveikos atsako pavirsius, kai ragsties kie-
kis - 1 mol; fermento kiekis - 10 %; proce-
so trukmeé - 24 val.

Fig. 10. Response surface of the interaction
between the process duration and tempera-
ture when acid quantity is 1 mol, enzyme
quantity 10% and duration 24 h
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11 pav. Proceso temperataros ir oleino
rugsties kiekio sgveikos atsako pavirsius,
kai alkoholio kiekis — 1 mol; fermento
kiekis — 10 %; proceso trukmé — 24 val.
Fig. 11. Response surface of the interac-
tion between the process temperature and
oleic acid amount when alcohol quantity
is 1 mol, enzyme quantity 10% and du-
ration 24 h

12 pav. Proceso trukmés ir alkoholio
kiekio sgveikos atsako pavirsius, kai
rugsties kiekis - 1 mol; fermento kie-
kis - 10 %; proceso temperatira — 45 °C
Fig. 12. Response surface of the interac-
tion between the process duration and
alcohol amount when oleic acid quantity
is 1 mol, enzyme quantity 10% and tem-
perature 45 °C

13 pav. Proceso trukmés ir oleino rags-
ties kiekio saveikos atsako pavirsius, kai
alkoholio kiekis — 1 mol; fermento kie-
kis - 10 %; proceso temperatiira — 45 °C
Fig. 13. Response surface of the interac-
tion between the process duration and
acid amount when alcohol quantity is
1 mol, enzyme quantity 10% and tem-
perature 45 °C

14 pav. Alkoholio ir oleino ragsties kie-
kio sgveikos atsako pavirsius, kai fer-
mento kiekis — 10 %; proceso tempera-
tara - 45 °C; proceso trukmé - 24 val.
Fig. 14. Response surface of the interac-
tion between the alcohol and acid amount
when enzyme quantity is 10 %, tempera-
ture 45 °C and duration 24 h



28 leva Cepaité, Milda Gumbyté

o proceso trukmé - 24 val;

« proceso temperatira — 45 °C;

 molinis substraty (ragsties ir alkoholio) san-
tykis - 1:1 mol/mol;

o fermento kiekis - 7 % nuo oleino ragsties
masés.

Siekiant rasti salygas, kurioms esant bty gali-
ma gauti maziausig tiriamo proceso atsaka (rags-
tinguma), atliktas reakcijos salygy optimizavimas,
t. y. nustatytos nepriklausomy kintamuyjy vertés,
prie kuriy bty pasiekti apibrézti tikslai. Optimi-
zuojant buvo siekiama patenkinti $iuos kriterijus:

» minimizuoti fermento kiekj (vidutiné santy-
kiné svarba, indeksas 3);

» minimizuoti temperatira (vidutiné santyki-
né svarba, indeksas 3);

« minimizuoti oleino ragsties kiekj (vidutiné
santykiné svarba, indeksas 3);

» minimizuoti 2-etil-1-heksanolio kiekj (vidu-
tiné santykiné svarba, indeksas 3);

« minimizuoti atsaka (ragstinguma (vidutiné
santykiné svarba, indeksas 5).

Optimizavimas buvo atliekamas pagal stan-
dartines apibréziamas vertes: vykdoma 50 cikly,
filtruojami sutampantys sprendiniai (filtro & = 0),
simplekso dalis 10 %, maksimalus sprendiniy
skaicius - 30. Pirmieji du sprendiniai pateikiami
2 lenteléje.

I$analizavus proceso optimizavimo sprendi-
nius, atlikti trys eksperimentai pagal pirmojo
sprendinio plane nurodytas salygas. Gautas este-
rinimo proceso rugstingumas 1,5 + 0,08 %. Da-
roma iSvada, kad realaus eksperimento rezultatai
nereikSmingai skiriasi nuo optimizavimo mode-
lio, tad jis tinkamai apra$o procesg.

Atsizvelgiant j tai, kad darbo metu buvo nau-
dotos grynos medziagos, tolimesniuose tyrimuo-
se siiloma istirti 2-etilheksanololeato biosintezés
technologijas taikant atliekines zaliavas (chemijos,
maisto ir kity pramonés Saky). Siekant sumazinti

ekonominius kastus, siiloma tirti lipazés aktyvuma,
panaudojus §j fermentg nagrinéjamai biosintezei.
Sumazéjus biokatalizatoriaus aktyvumui, rekomen-
duojama nagrinéti fermento regeneravimo galimy-
bes ir pakartotinj $ios medziagos panaudojima.

ISVADOS

1. Jvertinus pramoniniy lipaziy atrankuma 2-etil-
heksanololeato sintezés substratams, parinktas
efektyviausias nagrinéjamam procesui ir eko-
nomiskai naudingiausias fermentas - Lipozy-
me TL IM.

2. Sudarius eksperimentinj plang ir jvykdzius
reakcijas jame nurodytomis salygomis, jvertintas
nagrinéjamy veiksniy poveikis 2-etilheksanololea-
to biosintezei. Nustatyta procesg aprasanti kva-
dratiné polinominé lygtis. Procesas optimizuotas,
nustatytos optimalios reakcijos vykdymo salygos:

a) proceso temperatira — 41,04 °C;

b) proceso trukmé - 26,10 val,;

c) 2-etilheksanolio ir oleino ragsties molinis
santykis — atitinkamai 2,35:1,16 mol/mol;

d) fermento kiekis - 9,91 %.

Gauta 2016 11 22
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Ieva Cepaité, Milda Gumbyteé

BIOTECHNOLOGICAL ESTERIFICATION
OF OLEIC ACID WITH 2-ETHYLHEXANOL
IN BIOLUBRICANT SYNTHESIS
TECHNOLOGIES

Summary

The possibilities of waste materials re-use in biosyn-
thesis of grease were investigated. In this paper, 2-eth-
ylhexanololeate synthesis from 2-ethylhexanol and
oleic acid using industrial enzymes is discussed.

In order to select an effective enzyme for the men-
tioned synthesis, the selection of industrial lipases was
carried out. During the reactions, acidity of the sub-
stances was measured and a chromatographic analysis
was held to observe the reaction rate.

After choosing thesuitablelipase (Lipozyme TLIM),
an experimental model was created. When all reac-
tions from the plan were completed, optimal condi-
tions were estimated. The process temperature was
41.04 °C, the duration of the process was 26.10 h,
the molar ratio of 2-ethylhexanololeate and oleic acid
was 2.35:1.16 mol/mol, and the enzyme quantity (ac-
cording to acid quantity) was 9.91%.

Keywords: biosynthesis, lipase, 2-ethylhexano-
loleate



