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Przeprowadzono syntez¢ estrow oktylowych réznych kwasow tluszczowych w obecnosci dostgpnego
w handlu katalizatora enzymatycznego lipase acrylic resin. Pomiary wykonano w zakresie zmian tempe-
ratury reakeji 313 K - 333 K, przy wartosciach poczatkowego stosunku molowego substratow (alkoholu
do kwasu), b, 1/1, 2,5/1, 3/1, 5/1. Istotna zaleta jest stosunkowo niska temperatura reakcji, 323 K. Uzy-
skano wysoki stopien konwersji kwasu, przy jedynie niewielkiej ilosci produktow ubocznych.

Stowa kluczowe: alkohole oktylowe, estryfikacja, katalizator enzymatyczny, Sredniotancuchowe kwa-
sy tuszczowe

Octyl esters of medium-chain fatty acids were synthesized in the presence of commercially available
enzyme lipase acrylic resin as catalyst in the range of temperatures 313 K —333 K, at initial mole sub-
strate ratio (alcohol to acid), b, 1/1, 2.5/1, 3/1, 5/1. The important advantage is relatively low reaction
temperature of 323 K. High conversion of acid has been obtained and only small amounts of side prod-
ucts.

Keywords: enzymatic catalyst, esterification, medium-chain fatty acids, octyl alcohols

1. WPROWADZENIE

W znakomitej wiekszosci procesow chemicznych o znaczeniu przemystowym ko-
nieczna jest efektywna kataliza, a wigc zwigkszenie szybkosci reakcji lub wrecz
umozliwienie jej przebiegu w pozadanym kierunku oraz minimalizacja reakcji niepo-
zadanych 1 ilo$ci produktéw ubocznych. Jednak w dzisiejszych czasach wymagania co
do katalizatoréw sa znacznie wyzsze niz w ubieglym wieku; poszukuje si¢ takich kata-
lizatorow, ktore sg przyjazne ludziom i Srodowisku naturalnemu. Takie wymagania
naktada zwlaszcza synteza produktow dla przemystu spozywczego, kosmetycznego
oraz perfumeryjnego. Wprowadzono wigc w do$¢ szerokim zakresie katalizatory hete-
rogeniczne, a od kilkunastu lat w licznych osrodkach badawczych pracuje si¢ nad
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zastosowaniem enzymoéw Katalizatory te sa zwykle drozsze od klasycznych kataliza-
torow chemicznych, najczg¢éciej mocnych kwaséw, jednak reakcje wich obecnosci
przebiegaja w znacznie nizszych temperaturach

W procesach estryfikacji kwasoéw thuszczowych szczegolnie przydatne okazaty si¢
lipazy z podklasy esteraz [1, 2], ktore sg znane jako hydrolazy, rozcinajace wigzanie
estrowe. Wang i in. [3] sprawdzali komercyjnie dost¢pne lipazy pod katem zastoso-
wania w procesach estryfikacji. Znalezli lipazy uzyskane z Candida antarctica , Can-
dida rugowa, Pseudomonas cepacia oraz amano lipase PS uzyskang z Burkholderia
cepacia. Unieruchomienie na ziemi okrzemkowej (diatomaceous earth) proponowali
jako najbardziej korzystne. Ziemia okrzemkowa (diatomit) jest naturalng substancja
pochodzenia organicznego, sktadajaca si¢ ze skorupek jednokomoérkowych mikrosko-
pijnych organizméw zyjacych miliony lat temu. Substancja ta — fitoplankton — daje
wyjatkowe korzysci zdrowotne ludziom, ros§linom i zwierzgtom, jako bezpieczny,
naturalny i nietoksyczny $rodek. Stosujac w reakcji statg warto$¢ poczatkowego sto-
sunku substratow 1:1, autorzy uzyskiwali najwyzsza konwersje w T=328 K po 12 h.
Yadav i Borkar [4] stosujac handlowy novozym 435 w reakcji estryfikacji kwasu le-
wulinowego stwierdzili bardzo niska jego aktywnos$¢. Dla poprawy aktywnosci tego
katalizatora autorzy stosowali dodatkowe substancje organiczne. Najlepsze wyniki —
konwersje kwasu lewulinowego okoto 0,30 — uzyskali poprzez wstepne moczenie
enzymu w mieszaninie reakcyjnej ze znacznym objetosciowo dodatkiem eteru tertbu-
tylo-etylowego w temperaturze 300 K, a nastepnie podgrzanie roztworu do wlasciwej
temperatury reakcji 323 K. Jednak badania prowadzone przez Leszczaka i Tran-Minh
[5] wykazaty silng zalezno$¢ efektow tego typu aktywacji enzymu zastosowanego w
charakterze katalizatora od wtasciwosci fizykochemicznych konkretnych substratow
1 uzytych rozpuszczalnikow. Wobec stabej mozliwosci przeniesienia wynikéw ekspe-
rymentow innych badaczy, wielu autoréw opracowato takze wlasne metody preparo-
wania katalizatora enzymatycznego, w zaleznos$ci od pochodzenia surowca, oraz
sposob nanoszenia na rozne nosniki. Dla podwyzZszenia aktywnosci katalizatora w
badanej reakcji, badacze stosowali dodatkowo rozpuszczalniki organiczne w roéznej
formie [6], promieniowanie mikrofalowe [7], czy tez ciecze jonowe jako §rodowisko
reakcji [0, 8].

Kwasy tluszczowe to kwasy karboksylowe o dhugosci tancucha weglowego od 4
do 38 atomow wegla, nasycone lub nienasycone. Te o parzystej ilosci atomow wegla
od 4 do 28 i prostym tancuchu weglowym wystepuja naturalnie w wigkszosci struktur
komorkowych ludzi, zwierzat i roslin, sa skladnikami thuszczow ro$linnych i zwierze-
cych. W zaleznosci od dhugosci tancucha weglowego kwasy tluszczowe sg cieczami
oleistymi lub ciatami stalymi. Ze wzrostem dtugosci tancucha weglowego ich roz-
puszczalno$¢ w wodzie gwattownie spada, a ro$nie w rozpuszczalnikach organicz-
nych. Maja wiele zastosowan przemystowych, zwlaszcza w postaci zestryfikowanej
[9].

Wstepne badania nad synteza estréw oktylowych kwasu oktanowego z zastosowa-
niem enzymu lipazy jako katalizatora pozwolily stwierdzi¢, ze reakcja przebiega
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z zadawalajaca szybko$cig [10]. Celem omawianej pracy jest synteza estrow oktylo-
wych innych kwasow tluszczowych o $redniej dlugosci fancucha weglowego. Podjeto
dalsze prace nad wytypowaniem najlepszego z dostgpnych w handlu katalizatorow
enzymatycznych.

2. CZESC EKSPERYMENTALNA

Zastosowane odczynniki: alkohol n-oktylowy, alkohol 2-etyloheksylowy, kwas
heptanowy, kwas nonanowy, kwas dekanowy, kwas dodekanowy, katalizatory enzy-
matyczne: amano lipase from Burkholderia cepacia immobilized on diatomaceous
earth (amano lipaza immobilizowana na ziemi okrzemkowej, izolowana z komorek
Burkholderia cepacia), lipozyme Mm acrylic resin from Mucor miehei (lipaza B im-
mobilizowana na zywicy akrylowej, izolowana z komoérek Mucor miehei), lipase acry-
lic resin from Candida antarctica (lipaza B immobilizowana na zywicy akrylowej,
izolowana z komorek Candida antarctica), wszystkie odczynniki cz.d.a., produkcji
Sigma-Aldrich. Katalizator lipase acrylic resin zastapit wycofany z produkc;ji kataliza-
tor novozym 435 tego samego producenta, o tych samych parametrach.

Reakcje estryfikacji kwasow thuszczowych prowadzono w termostatowanym
zbiornikowym periodycznym reaktorze badawczym wyposazonym w mieszadto ma-
gnetyczne, termometr i nasadke z chtodnicg. Dla wyznaczenia zalezno$ci kinetycz-
nych prowadzono serie pomiarow w statej temperaturze T = 323 K dla zakresu zmian
wartos$ci poczatkowego stosunku molowego substratow, alkoholu do odpowiedniego
kwasu, b, 1/1, 2,5/1, 3/1, 5/1. Odre¢bna seri¢ pomiaréw wykonano przy statym poczat-
kowym stosunku molowym substratow b = 3/1 dla zmian temperatury w zakresie
313 — 333 K. Zmiany stezen reagentow w przebiegu reakcji oznaczano analitycznie.
W trakcie eksperymentow, w ustalonych odstepach czasu, pobierano probki mieszani-
ny reakcyjnej i oznaczano w nich miareczkowo stgzenie grup karboksylowych po-
przez oznaczenie liczby kwasowej, tj. masy wodorotlenku potasu potrzebnej do
zobojetnienia wolnych kwaséw organicznych. Dla wybranych syntez, przeprowadzo-
nych przy jednakowym poczatkowym stosunku molowym substratow 3/1 oraz przy
tym samym ste¢zeniu katalizatora 0,625%mas., wykonano analiz¢ chromatograficzna
sktadu mieszaniny poreakcyjnej w réznych temperaturach. Zawartos$¢ lotnych sktadni-
kéw organicznych w badanych mieszaninach poreakcyjnych oznaczono metodg chro-
matografii gazowej z detekcja plomieniowo-jonizacyjng (GC/FID). Kazdy
eksperyment w kazdej serii wykonywano dwukrotnie - powtarzalno$¢ wynikéw byta
bardzo dobra.
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Rys. 1. Zmiany liczby kwasowej w reakc;ji estryfikacji kwasu oktanowego n-oktanolem
wobec 0,625% mas. katalizatora lipozyme Mm dla réznych wariantéw aktywowania
katalizatora przed reakcja; rozne temperatury aktywacji i rozne stgzenia oktanu
Fig. 1. Effect of various activation methods on changes in acid number during esterification
of octanoic acid with n-octanol over 0.625 mass % lipozyme Mm as catalyst;
various activation temperatures and various concentration of octane

Kontynuowano, rozpoczgte w poprzedniej pracy [10], testowanie wymienionych
wyzej katalizatoréw enzymatycznych w reakcji syntezy kwasu oktanowego z alkoho-
lem 1-oktylowym. Aktywacje katalizatora lipozyme Mm prowadzono poprzez nasy-
canie probki katalizatora réznymi zwiazkami organicznymi w réznych ilosciach.
Katalizator lipozyme Mm umieszczano w niewielkiej ilosci mieszaniny substratow, do
ktorej dodawano oktan, eter dimetylowy lub oktan i eter dimetylowy. Taki roztwor
pozostawiano na 30 min. w temperaturze 293 K lub podgrzewano do temperatury 323
K, a nastgpnie odsgczano katalizator i umieszczano go w reaktorze, prowadzac reakcje
wg rutynowej procedury. Wartoéci liczby kwasowej w przebiegu estryfikacji w obec-
nosci enzymu dla kilku wybranych serii aktywacji katalizatora zamieszczono na wy-
kresie (rys. 1).

Zastosowane metody aktywacji katalizatora lipozyme Mm spowodowaly podwyz-
szenie wartosci stopnia przereagowania kwasu oktanowego przy jednoczesnym skro-
ceniu czasu reakcji. Jednak rezultat byt porownywalny z dziataniem katalizatora lipase
acrylic bez dodatkowych zabiegdw. Natomiast katalizator amano lipase okazal si¢
nieprzydatny do katalizy estryfikacji kwasu oktanowego. Analizujac te dane oraz
wezesniejsze [10], zdecydowano w nastepnych eksperymentach uzywaé jedynie kata-
lizatora lipase acrylic w stezeniu 0,625% mas. (w dalszej czesci pracy skrétowo lipa-
se).
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Tabela 1. Parametry estryfikacji badanych kwasow tluszczowych
Table 1. Esterification parameters of investigated fatty acids

Masa Temp. Temp. Czas Liczba
Kwas molowa, wrzenia, Alkohol reakcji, | reakcji, ez
N - kwasowa
g/mol C K min
pentanowy 102,13 186 oktylowy 323 180 12
heptanowy 130,19 223 oktylowy 323 240 80
nonanowy 158,23 254 oktylowy 323 300 2
dekanowy 172,26 269 oktylowy 323 300 6
dekanowy 172,26 269 izooktylowy 323 600 5
dodekanowy | 200,32 299 oktylowy 333 600 8
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Rys. 2. Zmiany liczby kwasowej w reakcji estryfikacji kwasu dekanowego n-oktanolem
wobec 0,625% mas. katalizatora lipase, dla r6znych temperatur. b = 3/1

Fig. 2. Effect of temperature on course of acid number during esterification
of decanoic acid with n-octanol over 0.625 mass % lipase as catalyst. b =3/1
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Rys. 3. Zmiany liczby kwasowej w reakcji estryfikacji kwasu dekanowego n-oktanolem wobec 0,625%
mas.
katalizatora lipase, dla r6znych poczatkowych stosunkéw molowych substratow. T = 323 K
Fig. 3. Effect of initial mole ratio of substrates on course of acid number during esterification
of decanoic acid with n-octanol over 0.625 mass % lipase as catalyst. T =323 K

Ze wzgledu na rosnace zainteresowanie przemystu technologiami przyjaznymi
srodowisku, wydawato si¢ celowym sprawdzenie, czy dla innych kwasow ttuszczo-
wych o $redniej dtugosci tancucha weglowego estryfikacja katalizowana tym enzy-
mem okaze si¢ skuteczna. W tabeli 1 przedstawiono wyniki pomiarow estryfikacji
kilku kwasow thuszczowych. Reakcje prowadzono w obecnosci katalizatora enzyma-
tycznego lipase w stezeniu 0,625% mas. przy wartosci poczatkowego stosunku molo-
wego substratow, alkoholu do kwasu, b = 3/1. Oceniano czas reakcji, potrzebny dla
uzyskania koncowego stopnia przereagowania danego kwasu, mierzonego wartoscig
liczby kwasowej. Pomiar prowadzony byt do czasu, gdy kolejne dwa pomiary liczby
kwasowej wykazywaly t¢ samg wartos$¢. Estryfikacja kwasu dodekanowego wymagata
podwyzszenia temperatury do 333 K, co jest juz dosy¢ wysoka temperatura dla reakcji
enzymatycznych. Na podstawie przebiegu reakcji, opisanych w tabeli 1, do szczego-
lowych badan kinetycznych wytypowano kwas nonanowy i kwas dekanowy.
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Rys. 4 Zmiany liczby kwasowej w reakcji estryfikacji kwasu dekanowego izo-oktanolem
wobec 0,625% mas. katalizatora lipase, dla r6znych temperatur
Fig. 4. Effect of temperature on course of acid number during esterification
of decanoic acid with iso-octanol over 0.625 mass % lipase as catalyst
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Rys. 5. Zmiany liczby kwasowej w reakeji estryfikacji kwasu dekanowego izooktanolem wobec 0,625%
mas.
katalizatora lipase, dla r6znych poczatkowych stosunkow molowych substratow
Fig. 5. Effect of initial mole ratio of substrates on course of acid number during esterification
of decanoic acid with iso -octanol over 0.625 mass % lipase as catalyst
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Kwas dekanowy (decanoic acid, nazwa zwyczajowa kwas kaprynowy, capric acid)
CH;(CH;)sCOOH. znajduje si¢ w naturalnych produktach zywno$ciowych, np. w ole-
ju palmowym i kokosowym. Estry kwasu dekanowego majg liczne zastosowania jako
dodatki smakowe zapachowe do produktow przemystu spozywczego i komponenty
zapachowe w przemysle perfumeryjnym. Dekaniany stosowane s3 w przemysle far-
maceutycznym jako selektywne sktadniki lekow, umozliwiajace odpowiednio rozto-
zona w czasie ich dystrybucj¢ w organizmie cztowieka. Tak jak kwas heksanowy
i oktanowy, a takze ich mieszaniny, jak rowniez mieszaniny kwaséw z utworzonymi
z nich estrami, kwas dekanowy jest stosowany w réznych produktach kosmetycznych,
takze do pielggnacji niemowlat. Tak liczne zastosowania powodujg staty wzrost pro-
dukcji kwasu dekanowego; nalezy on do chemikaliow wielo tonazowych o duzej dy-
namice wzrostu produkcji [9].
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Rys. 6. Poréwnanie zmian liczby kwasowej w przebiegu estryfikacji kwasu dekanowego
wobec 0,625% mas. katalizatora lipase przy uzyciu n-oktanolu lub izo-oktanolu
Fig. 6. Comparison of changes in decanoic acid number in reaction with n-octanol
or iso-octanol over 0.625 mass % lipase as catalyst

Przebieg reakcji estryfikacji kwasu dekanowego alkoholem n-oktylowym, repre-
zentowany zmianami liczby kwasowej w czasie reakcji w funkcji, odpowiednio, tem-
peratury procesu oraz poczatkowego stosunku molowego substratow, alkoholu
n-oktylowego do kwasu dekanowego, przedstawiono na wykresach (rys. 2, 3).
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Tabela 2. Sktad mieszaniny poreakcyjnej w reakcji kwasu dekanowego z n-oktanolem.
T=323 K, b=3/1,0,625% mas. lipase
Table 2. Composition of end reaction mixture in the reaction of decanoic acid
with n-octanol. T =323 K, b=3/1, 0.625 mass % lipase

Skfadnik . Reakcja Reakcja

7 izo-oktanolem z n-oktanolem

Stezenie, %omas Stezenie, %omas
alkohol 50,1 48,5
kwas dekanowy 23 1,7
ester 452 489
pozostate 23 0,9
suma 100 100

Na kolejnych wykresach (rys. 4, 5) zaprezentowano wptyw temperatury procesu
i poczatkowego stosunku molowego substratdw na zmiany liczby kwasowej
w estryfikacji kwasu dekanowego alkoholem izooktylowym. Przebieg tej reakcji jest
z punktu widzenia techniki laboratoryjnej znacznie bardziej stabilny, rownomierny
i pozwala osiggnaé bardzo wysokie stopnie przereagowania; jednak czas reakcji jest
dtuzszy. Porownanie przebiegu reakcji estryfikacji kwasu dekanowego alkoholem 7-
oktylowym i izooktylowym przedstawiono na rys.6. W obu reakcjach uzyskany pro-
dukt zawiera bardzo niewiele produktow niepozadanych, poza alkoholem, ktory byt
dodawany do reakcji w nadmiarze w stosunku do ilo$ci stechiometrycznej. (Tabela 2).

Do estryfikacji kwasow tluszczowych uzyto alkohol n-oktylowy 1 2-
etyloheksylowy (w podpisach skrotowo jako izo-oktanol). Sg to wielo tonazowe su-
rowce dla przemystu chemicznego i przemystow pokrewnych, o bardzo szerokim za-
stosowaniu. Wysoka temperatura wrzenia obu tych alkoholi, odpowiednio 195°C
i 184°C, powoduje, Zze powstate w reakcji z nimi estry sa stabo lotne. Jest to istotne
w produkcji tworzyw sztucznych, gdzie rozne estry oktylowe stosuje si¢ jako plastyfi-
katory, dodatki poprawiajace stabilno$¢ termiczng i odporno$¢ na utlenianie; w prze-
mysle farmaceutycznym do produkcji lekow 1 kosmetykéw; w przemysle
spozywczym w reakcjach z olejami roslinnymi i thuszczami zwierzecymi [11]. Tym
byt podyktowany wybor tych wiasnie izomeréow alkoholu oktylowego w prowadzo-
nych aktualnie badaniach nad synteza estrow oktylowych niektorych kwasow thusz-
czowych oraz we wcze$niejszych pracach dotyczacych estryfikacji, np. [12].
Kwas nonanowy (nonanoic acid) CH;(CH,);COOH wystepuje w naturze w postaci
estrow w oleju pelargonii, stad jego potoczna nazwa ,.kwas pelargonowy” (pelargonic
acid). Zaro6wno sam kwas, jak i jego estry, maja zastosowanie jako herbicydy, a takze
w produkcji plastyfikatoréw, lakierow, srodkow zapachowych, réznego typu gazow
pieprzowych.
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Rys. 7. Zmiany liczby kwasowej w reakcji estryfikacji kwasu nonanowego n-oktanolem
wobec 0,625% mas. katalizatora lipase, dla r6znych temperatur
Fig. 7. Effect of temperature on course of acid number during esterification
of nonanoic acid with n-octanol over 0.625 mass % lipase as catalyst
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Rys. 8. Zmiany liczby kwasowej w reakcji estryfikacji kwasu nonanowego n-oktanolem wobec 0,625%
mas.
katalizatora lipase, dla ré6znych poczatkowych stosunkow molowych substratow
Fig. 8. Effect of initial mole ratio of substrates on course of nonanoic acid number during esterification

with n-octanol over 0.625 mass % lipase as catalyst
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Przebieg reakcji estryfikacji kwasu nonanowego alkoholem n-oktylowym
w zalezno$ci od zmian temperatury procesu i poczatkowego stosunku molowego sub-
stratow przedstawiono na wykresach (rys. 7, 8), a w Tabeli 3. — sktad mieszaniny po-
reakcyjne;j.

Tabela 3. Sktad mieszaniny poreakcyjnej w reakcji kwasu nonanowego z n-oktanolem.
T=323 K, b=3/1, 0,625% mas. lipase
Table 3. Composition of end reaction mixture in the reaction of nonanoic acid
with n-octanol. T=323 K, b=3/1, 0.625 mass % lipase

Skladnik Czas reten- | Stezenie,
At min % mas
b=1/1 b=13/1

n-oktanol 6.6 482

kwas nonanowy 7.8 1.9
ester 81,0 46,4
pozostate 46 3.5
suma 100 100

3. WNIOSKI

Przeprowadzono serie badan nad warunkami stosowania enzymo6w jako katalizato-
réow estryfikacji kwasoéw thuszczowych o $redniej dhugosci tancucha weglowego.
Przedmiotem szczegdétowych badan kinetycznych byla synteza estrow oktylowych
kwasu dekanowego i kwasu nonanowego. Jako katalizator zastosowano lipaz¢ B uzy-
skang z Candida antarctica osadzong na zywicy akrylowej, produkt handlowy lipase
arylic resin, w niskim stezeniu w stosunku do substratow, co jest istotne ze wzgledu na
cene. W przebadanym zakresie zmian parametrow reakcji korzystne sg wartoSci: tem-
peratura 323 K; poczatkowy stosunek molowy alkoholu do kwasu 2,5/1 lub 3/1.
Otrzymany produkt zawiera nieznaczna domieszke produktow ubocznych, poza alko-
holem, stosowanym w nadmiarze. Taka synteza w obecnosci klasycznego katalizatora
chemicznego — kwasu siarkowego o stez. 0,025% mas. trwa tylko 80 min [12], jednak
wymaga wysokiej temperatury, a w warunkach przemystowych zwykle potrzebne jest
oczyszczenie produktu ze zwiazkow siarki.

Ze wzgledu na liczne zastosowania estrow oktylowych kwasow thuszczowych (np.
[13]) niezwykle potrzebne sg badania kinetyczne. Temperatura procesu 323 K pozwa-
la na duze oszczgdnos$ci energetyczne i materialowe w konstrukcji aparatury.
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INVESTIGATIONS ON THE APPLICATION OF ENZYMES IN THE SYNTHESIS
OF OCTYL ESTERS OF MEDIUM-CHAIN FATTY ACIDS

Kinetic experiments concerning use of enzymes as catalysts in the synthesis of octyl esters of fatty
acids have been conducted. Nonanoic acid and decanoic acid were particularly investigated. Commercial-
ly available lipase acrylic resin in the concentration of 0.625 mass % has been used as catalyst. It is lipase
B isolated from Candida antarctica immobilized on acrylic resin. Range of changed parameters are:
temperature 313-333 K; initial mole ratio of substrates (alcohol to acid) 1/1; 2.5/1; 3/1; 5/1. The reaction
with n-octyl alcohol proceeded distinctly faster than with iso-octyl alcohol. High conversion of acid has
been obtained, the product contained only small amounts of undesired substances. The experiments
showed good results in the synthesis of octyl esters of medium chain fatty acids in the presence of en-
zymes at mild reaction parameters; relatively low temperature of 323 K compared with the synthesis in
the presence of classical chemicals.
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