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Spbsob imobilizdcie enzymu, zahriiajici vyrobné kro-
ky: a) selekciu amfifilného enzymu na imobilizaciu, b)
pripravu emulzie, obsahujicej spojitd hydrofébnu fazu
a dispergovana vodni fazu, prifom vodné féza obsa-
huje enzym a materidl, ktory mbZe slaZit' ako nosi¢ v
d'alom vyrobnom kroku: uvedeny material je &iastoéne
rozpusteny a Ciastone nerozpusteny vo vodnej faze, c)
odstratfiovanie vody z dispergovanej fazy potial’, pokial
sa t4to faza nepremeni na tuhé &astice s povlakom en-
zymu. Vhodné vodné faza sa mdZe pripravit’ zo surovej
lipdzovej fermentatnej tekutiny, ktord obsahuje inakti-
vovanii biomasu, sposobilti vykondvat’ tlohu nosita.
Spésoby, ktoré vyuZivaji imobilizovany enzym zahf-
fiaja preesterifikédciu, acidolyzu a deacidifikaciu jedlych
triglyceridovych olejov. V uvedenych spdsoboch je
spotreba enzymu vel'mi nizka.
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Spdsob imobilizacie enzymu a pouZzitie imobilizovaného enzymu

Oblast techniky

Vynédlez sa tyka spoOsobu imobilizadcie enzymov a pouzitia tychto
imobilizovanych enzymov na katalyzu pri spracovani triglyceridovych tukov.

Doterajsi stav techniky

Enzymy sa v priemyselnej miere pouZivaju ako katalyzatory pri spracovani
réznych surovych materialov. Tieto spdsoby spracovania st cenovo vyhodné iba
vtedy, ak sa enzymy mozu opakovane viackrat pouzit. Na recirkulaciu enzymov vo
vyrobnom procese sa musia enzymy oddelit od procesnej tekutiny. Je to
uskutocnitelné vtedy, ak enzymy sa viazané na nosic¢, ktory mozno oddelit filtraciou
alebo odstredenim.

Délezita skupiny priemyselnych enzymov ma amfifilny charakter. Tieto
enzymy sa vyznacuju pritomnostou hydrofilnej, ako aj hydrofobnej ¢asti v molekule.
Predstavitelmi tejto skupiny enzymov su lipazy a fosfolipazy. Amfifiné enzymy su
také enzymy, ktoré — ak su dispergované v prostredi emulzie vody a oleja — putuji k
rozhraniu a zhromazduju sa na rozhraniach vodnej a olejovej fazy. Tato definiciu
amfifilnych enzymov mozZno v ramci toto vynalezu povaZovat za uréujucu.
Hydrofébna ¢ast enzymu prenika do hydrofobnej fazy a hydrofilna éast kotvi vo
vodnej faze.

Tento vynalez sa opiSe na pripade lipazy ako najddleZitejSom priklade
amfifilného enzymu. DalSie amfifilné enzymy, ktoré sa priemyselne vyuZivaju su
fosfolipazy, zname su rézne druhy fosfolipdz a pouzivaji sa napriklad na hydrolyzu
fosfolipidov na lyzofosfolipidy.

Lipazy sa vyuZivaju na zaklade ich schopnosti menit $truktaru a zloZenie
triglyceridovych olejov a tukov. Katalyzuji rézne druhy konverznych pochodov
triglyceridov, ako je napriklad hydrolyza, esterifikacia a preesterifikacia
(transesterification). Su to rovnovazne vratné reakcie, ktoré v jednom smere vedu k

hydrolyze triglyceridov na vofné mastné kyseliny a glycerol, mono- alebo
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diglyceridy, a v druhom smere nastava preesteriikdia glycerolu, monoglyceridov
alebo diglyceridov na triglyceridy. Aby sa rovnovaha preesterifikatnej reakcie
posunula v smere syntézy triglyceridov je nevyhnutné odstrafiovat reakciou
vznikajucu vodu.

Pouzitie lipazy v podstate bezvodom reakénom prostredi vyZaduje disperziu
lipazy v aktivnom stave v oleji, o je hlavny problém tohto spdsobu. Na tento Gcel sa
vyhodne pouziva imobilizovana lipaza; imobilizovana lipaza je aktivna v oleji, ak olej
obsahuje malé mnozZstvo rozpustenej vody, ale neobsahuje dispergovant vodu.

V suéasnosti hlavny sposob na vyrobu imobilizovanej lipazy zahfia najprv
mikrobiologickt fermentaciu vhodnych mikroorganizmov, ktoré vo vhodnych
podmienkach produkuja prisluSny enzym, potom oddelenie mikroorganizmov a
volitelne cistenie enzymu. Potom sa roztok pripravenej lipazy prida k nosiéu a
enzym sa necha viazat na povrch nosi¢a. Tento spdsob imobilizacie sa napriklad
opisuje v pouziti na interesterifikaciu v patente GB 2 159 527. Fixacia enzymu na
nosi¢ umoznuje fahké oddelenie nevratne imobilizovaného enzymu z procesného
prostredia a nasledné dalSie pouZitie imobilizovaného enzymu.

Pouzity material nosi¢a je vo v3eobecnosti pérovita, Casticova, vo vode
nerozpustna latka, ktora ma velky povrch jednotkového objemu materialu. Priprava
imobilizovanych enzymov sa opisuje napriklad v EP 0 140 542, EP 0 382 767, WO
95/22 606, EP 0 444 092 a WO 89/01 032.

Pocas enzymatického spracovania triglyceridov straca imobilizovany enzym
postupne svoju aktivitu. Musi sa potom ¢asto nahradzat cCerstvo pripravenym
enzymom. Spotreba enzymu tvori hlavni &ast celkovych vyrobnych nakladov.
Ekonomicky by bolo velmi vyhodné, ak by bolo mozné vyrobnu Zivotnost
pouzivanych enzymov predizit.

Pri pouziti beznych nosi¢ovych materidlov sa v désledku obmedzeni
v mechanizme prestupu latky dalej znizuje aktivita lipazy.

Skorsia, ale nezverejnena patentova prihlaska WO 97/01 632 autorov tohoto
patentu opisuje spdsob imobilizacie enzymu lacnou a lahko uskutocnitefnou cestou
ako aj spdsob regeneracie a reaktivacie pripravovaného enzymu, ak je po pouZziti

vy&erpany.
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Prvy spdsob zahfiia vyrobné kroky:
a) vyber amfifilného enzymu, vhodného na imobilizaciu;
b) priprava emulzie, obsahujucej spojiti hydrofébnu fazu a dispergovana vodnu
fazu; vo vodnej faze je rozpusteny enzym a je pritomny material, vhodny na to, aby
slazil ako nosi¢ enzymu v dalSom vyrobnom kroku;
¢) oddelenie vody z dispergovanej fazy natofko, aZ sa ziskaju tuhé Castice pokryté
enzymom.

V uvedenej prihlaske sa material nosi¢a opisuje ako latka celkom rozpustna
vo vodnej faze. Nie je uvedeny nijaky odkaz na nejaky materidl, ktory by bol vo
vodnej faze nerozpusteny.

Podstata vynalezu

Podstatou vynadlezu je spdsob imobilizacie enzymu, ktory pozostava
z nasledovnych krokov:
a) vyber amfifilného enzymu, vhodného na imobilizaciu;
b) priprava emulzie, obsahujucej spojiti hydrofébnu fazu a dispergovanu vodnu
fazu; vo vodnej faze je rozpusteny enzym a je pritomna latka, vhodna na to, aby
sltizila ako nosi¢ enzymu v dalSom kroku;
c) oddelenie vody z dispergovanej fazy natolko, az sa ziskaju tuhé Castice pokryté
enzymom,
pricom vodna faza obsahuje naviac nerozpusteny material.

Tento vynalez zahffia tiez spdsob, ktorym sa pripraveny imobilizovany enzym
vyuziva.

Vychodiskova emulzia sa vyhodne pripravila s obsahom 5 aZ 15 % hmotnost-
nych, vyhodnejsie s 8 az 10 % hmotnostnymi vodnej fazy, ktora je dispergovana v
hydrofébnej faze. Vodna faza obsahuje amfifilny enzym, ktory sa ma imobilizovat,
dalej rozpustenu a nerozpustent latku, ktoré mézu sliZit ako nosi¢ po odpareni
vody z kvapddiek vodnej fazy ako sa opisuje v dalSom texte.

Latka vo vode rozpustena, ktora ma slazit' ako nosic¢ovy material sa vyhodne

vyberie zo skupiny, ktora zahfiia cukry ako je sachar6za, lakt6za a glukéza, Skroby



-4-

ako je pSenicna muka, dextran, vo vode rozpustné derivaty celulézy a fermentaéné
zvysky.

Nerozpustena éast nosi€ového materialu méze pozostavat z materialu, ktory
nie je rozpustny ani vode ani v oleji. Volitelne méze pozostavat z materialu, ktory
samotny je sice rozpustny vo vode, ale v tomto pripade ostava v nerozpustenej
forme, pretoze je dispergovany vo vodnej faze, ktora je uz nasytenad vo vode
rozpustnou latkou. Ak bude kolisat teplota, zakonite sa bude menit aj rozpusteny
podiel uvedene;j latky.

Materidly, ktoré samotné su nerozpustné sa vhodne vyberu zo skupiny, ktora
zahfiia biomasu, obilné zrna a nerozpustné zlozky séjovych bébov. VSeobecne to
teda sU inertné zrna prirodnych alebo syntetickych materialov; zo syntetickych
materialov to moézu byt napriklad pérovité polypropylénové astice.

Vyraz biomasa zahfiia inaktivované, vo vode nerozpustné zvySky mikro-
organizmov, pouzitych vo fermentacnych procesoch.

Ak nie je vo vodnej faze nosiCovy material pritomny, alebo je pritomny v
nedostatotnom mnozstve, mbéze sa pridat sa do vodnej fazy pred alebo po
dispergacii vodnej fazy v spojitej hydrofébnej faze.

Mnozstvo nosiCového materialu sa vyhodne vyberie tak, aby sa dosiahol
dostatocne velky povrch nosi¢a na fixaciu enzymu. VyhodnejSie su vacSie Castice,
nakofko sa lahS$ie oddeluju, ale maju mensi pomer povrchu k hmotnosti ako malé
dastice. VSeobecne sa pouzije nosicovy materiadl v mnozstve 05 az 5 %
hmotnostnych vzhladom na olej, vyhodne 1 az 2 % hmotnostné.

Vyrazom fermenta¢né zvySky sa rozumeju vSetky latky, ktoré sa pritomné v
fermentacnej tekutine po fermentacii a ktoré obsahuje supernatant po odstraneni
biomasy od fermentacnej tekutiny. Supernatant sa volitelne mdZe skoncentrovat,
napriklad jeho prechodom filtraénym membranovym modulom z dutych filtraénych
viaken (taky modul je napriklad znamy ako umela obli¢ka). Fermenta¢né zvysky
obsahuju polysacharidy, proteinové latky, soli a cukry. Tieto latky st rozpustené v
fermentacnej tekutine, ale mozno ich odstranenim vody oddelit ako tuhy ¢asticovy
material. Podla jedného uskutonenia tohto vynalezu sa fermentacné zvysky
pouziju spolu s niektorou vhodnou biomasou, ktora pini funkciu nerozpustnej asti

nosica.
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Dodatoéne mozno pridavat dalSie nerozpustné nosiGové materialy. Obsah
nerozpustnych nosicovych materidlov sa moze menit v $irokom rozmedzi, napriklad
od 0,001 do 99 % hmotnostnych vzhladom na celkovid hmotnost nosi¢ového
materidlu, vyhodne 0,01 az 80 % hmotnostnych, vyhodnejSie 0,1 az 20 %
hmotnostnych. Rozmedzie obsahov sa mézZe menit v zavislosti od materialu nosica
alebo od kombinacie nosi¢ovych materialov. Vhodné zloZenia mdze fahko stanovit
odbornik, skuseny v danej oblasti.

Vodna faza, obsahujica enzym sa beznymi emulznymi technikami disperguje
vo forme jemnych kvapéciek do hydrofébnej fazy. Vzhladom na svoje viastnosti
amfifiiny enzym prechadza do fazovych rozhrani medzi vodnou fazou a hydrofébnou
fazou, kde sa zhromazduje.

Mbze sa pouZit ktorakolvek lipaza, vhodna na hydrolyzu triglyceridov alebo
na ich preesterifikaciu; vyhodna je v3ak lipaza, ktora sa ziska fermentéaciou
Rhizomucor miehei, Humicola lanuginosa alebo Rhizopus niveus. Pridavok
aktivheho enzymu a jeho aktivita sa prispdsobia vyrobnému spésobu, pre ktory je
enzym urCeny. Vhodna lipazova aktivita moze vo vSeobecnosti byt 100 az 1 500
lipazovych jednotiek (lipase unit, LU) na gram oleja. Jedna lipdzova jednotka (LU)
je uréena ako také mnoZstvo enzymu, ktoré uvolfiuje jeden mikromol kyseliny
maslovej za minutu z emulgovaného tributyrinového substratu (pri pH 7,0 a 30 °C).

Hydrofébnou fazou emulzie méze byt ktorakolvek tekutina, ktora ma vhodné
vlastnosti na potravinarske pouzZitie a v ktorej sa moze dipergovat vodna faza,
vyhodna hydrofébna faza je jedly triglyceridovy olej; hydrofébna faza pdsobi ako
substrat enzymu. Ak hydrofébna faza nie je substratom, treba substrat pridavat
osobitne. Imobilizované enzymové Castice sa volitefne oddelia zo systému, v ktorom
boli pripravené a ulozia sa na budlice pouzitie, ktoré =zahffia pridanie
imobilizovanych enzymovych &astic do substratového oleja. Hydrofébna faza
vyhodne obsahuje zmes triglyceridov; dalej volitelne obsahuje diglyceridy,
monoglyceridy, glycerol a mastné kyseliny. Ak sa na imobilizaciu pouzije
triglyceridovy olej, vyhodne sa vyberie taky olej, ktory je v podstate bez fosfolipidov;
v pripade, Ze su fosfolipidy pritomné, mézu nepriaznivo vplyvat na pripravu astic s
povlakom enzymov. Je vyhodné, ak triglyceridovy olej neobsahuje viac ako 100

ppm hydratovatelnych fosfolipidov.
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Z uvedeného vyplyva, ak je ciefom enzymatického procesu hydrolyza
fosfolipidov, potom sa &astice imobilizovanych enzymov musia pripravit’ oddelene v
prostredi, ktoré neobsahuje fosfolipidy.

Na nevyhnutné odstranenie vody z emulzie su vhodné beZne pouzivané
spOsoby vratane spdésobov s pridavkom molekulovych sit alebo prebublavanim
inertného plynu, ako je napriklad dusik. SuSenie sa najlepSie vykona postupnym
odparovanim vody, vyhodne pri 30 aZ 35 °C, s pouzitim vakua, vyhodne 10? az 10*
Pa (1 az 100 milibarov), vyhodnejsie 3.10% a2 2.10° (3 a2 20 milibarov). Voliteine
mozno pouzit kombinaciu uvedenych opatreni.

Ked sa obsah vody vo vodnej faze postupne znizuje, kvapdcky sa zmen3uja
a vysychaji. Sucasne sa vylucuju rozpustené latky a vytvara sa tuhy &asticovy
material. Enzym, ktory je spociatku nazhromazdeny na fazovom rozhrani voda/olej
sa uklada a viaze na tuhy d&asticovy material, ktory sa vytvoril zmrStovanim
vysychajlcich ¢Castic. V zavislosti od mnozstva enzymu, dostupného vo vodnej faze
sa Castice nosica celkom, alebo iba Giastoéne pokryju vrstvou enzymu. Tymto
sposobom vysychania dispergovanej fazy sa pripravi in situ imobilizovany enzym.
Pripraveny imobilizovany enzym sa méze ihned pouzit za predpokladu, Ze jeho
substrat je dostupny v hydrofébnej faze, alebo sa imobilizovany enzym méze oddelit
a pridat do substratového oleja, alebo sa méze uskladnit na neskorsie pouZzitie.

Na zaciatku imobilizaéného procesu sa vytvara emulzia typu voda v oleji
(V/0), obsahujaca lipazu a molekuly glyceridov, ak su triglyceridy pritomné, zac¢inaji
sa hydrolyzovat na mastné kyseliny a diglyceridy, monoglyceridy aZz glycerol.
Hydrolyza pokracuje az sa dosiahne vopred ureny stupefi hydrolyzy. Len ¢o sa
vS§ak odstrani voda z reakénej zmesi, enzymova hydrolyza esterov sa zmeni na
enzymovy preesterifikaény proces. SG v8ak zname niektoré lipazy, ktoré nie su
schopné ucinne preesterifikovat hydrolyzované glyceridy. Je to zrejmé z malého
sklonu krivky obsahov mastnych kyselin na Obr. 1.

Imobilizaény proces sa vyhodne uskutoéni pri teplotach 30 az 35 °C.

Imobilizovana lipaza ma zvySenu teplotni stalost, ak pdsobi v nevodnom
prostredi, v ktorom chyba dispergovana voda Na pociatocny hydrolytickym stupef
procesu je v8ak nevyhnutna pritomnost dostatoéného mnozstva vody, rozpustenej v
spractivanom triglyceridovom oleji. V zavislosti od druhu lipazy su pripustné teploty
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pri spracovani 60 °C alebo eSte aj 70 °C. Pomocou tychto odolnych enzymovych
systémov mozno spracuvat tuhé tuky, dokonca aj také, ktoré maiju teploty topenia v
oblasti 40 az 60 °C, €o su teplotné oblasti, ktoré st nad maximalnymi teplotami
pouzitia vacsiny doterajSich vodnych lipazovych pripravkov.

Imobilizované enzymy podfa tohto vynalezu sa mézu pouzit na nasadové
spracovanie ako aj na nepretrzity spdsob vyroby. Velkost tuhych ¢astic s poviakom
enzymu ma byt dostatoéna na to, aby umozZfiovala oddelenie, napriklad
odstredenim, filtraciou alebo usadzovanim. Vzhlfadom na fahkost oddefovania
¢astic, mali by ¢astice mat velkost' najmenej 0,1 um, vyhodne najmenej 1 um a este
vyhodnejSie 5 az 25 um. Nakolko sa so zvySujlicou velkostou &astic zniZzuje povrch
dostupny na pokrytie enzymom (na jednotku hmotnosti ¢astic), treba volit vhodné
vyvazenie medzi povrchom a velkostou &astic.

Podla tohto vynalezu je vyhodna najma skutocnost, Ze uskutoénenie
vynalezu nevyzaduije &isty enzym. Casovo naroéné a nakladné postupy na ziskanie
a Cistenie enzymu z fermentacnej tekutiny sa mézu obist, ak sa to vyzaduje,
pretoze napriklad fermentaéné zvySky a biomasa su vhodné ako nosiCové
materialy.

Tento vynalez dalej zahfiia spdsoby, katalyzované imobilizovanym amfifilnym
enzymom podla tohto vynalezu. Medzi takéto spdsoby patria lipazou katalyzované
preesterifikacie a tiez acidolyzy, v ktorych triglyceridy reaguju s mastnymi
kyselinami.

Sposoby preesterifikacie mdézu zahfiat mono-, di-, alebo triglyceridy v
ktorych sa katalytickym u€inkom lipazy vymiefiaju zvyS8ky mastnych kyselin na
glycerolovej kostre triglyceridovych molekul.

Enzymaticka deacidifikacia (odkyselinovanie) triglyceridového oleja zahfha
katalyticky ucinok lipazy, pri ktorom sa odstrafiuja mastné kyseliny esterifikaciou s
mono- alebo diglyceridmi, pritomnymi v oleji.

Po oddeleni z reakénej nasady bud filtraciou, usadzovanim alebo
odstredenim mozno in situ imobilizované enzymy podfa tohto vynalezu znova
viackrat pouzit.

Pri preesterifikatnom procese sa do nasady triglyceridového oleja prida

imobilizovany lipazovy pripravok ako taky. Za predpokladu, Ze v spracuvanom
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triglyceridovom oleji je pritomné dostatoéné mnozstvo vody na podiatocny
hydrolyticky stupen netreba pridavat nijakud vodu. Hoci sa v oleji pri teplote okolia
rozpusta iba asi 0,3 % hmotnostnych vody, toto mnoZstvo je dostatoéné na hladky
priebeh enzymatickej reakcie.

Imobilizovany enzym sa ekonomicky pouzije v sériach najmenej dvoch
naslednych, enzymom katalyzovanych reakciach, pricom v reakénych sériach je
zahrnuty najmenej jeden krok regeneracie aktivity enzymu.

Regeneracny alebo reaktivaény proces moze zahihat dispergovanie vody do
systému imobilizovaného enzymu v oleji, o umozZiiuje, aby enzym a jeho nosic¢
vstupovali do interakcie s vodou, &oho vysledkom je ¢iastoéné rozpustenie
nosiCového materialu; nasleduje odparenie vody z dispergovanej fazy tak, aby sa
znova vytvorili éastice nosita s povlakom enzymu.

Na reaktivaciu sa vyhodne pridd 5 az 15 % hmotnostnych vodnej fazy,
vyhodnejSie 8 az 10 % hmotnostnych vodnej fazy, ktora sa disperguje do
hydrofobnej fazy. Rozpusteny enzym putuje k fazovému rozhraniu voda/olej, kde sa
zhromazduje. Ako uz bolo uvedené, pri odstraifiovani vody sa kvapd&ky vysychanim
zmr$tuja a povodne rozpusteny nosiovy materidl sa opat vyluduje v tuhej forme.
Dal$im unikom vody z vysychajlcich kvapdgiek sa nakoniec enzym opétovne fixuje
na nosic.

Pouzity enzym na nosi¢i sa moze volitelne najprv odstranit z reakénej
nasady, zmieSat s vodnou fazou za tym Ucelom, aby sa enzym a ¢éast nosia
rozpustili, potom sa vodna faza disperguje v olejovej faze a vysusi tak, ako uz bolo
uvedené.

Volitelne sa enzym na nosiéi po jeho oddeleni z reakéného prostredia moze
pridat k emulzii V/O, pripravenej na uskuto&nenie reaktivaéného procesu.

Vysledkom reimobilizacie je obnovenie, prinajmenSom aspofi diastocné
obnovenie aktivity enzymu. Obnovenie aktivity sa mbze vysvetfovat ako stabilizacia
aktivity alebo zniZenie zvy€ajnej a o€akavanej inaktivacie.

Reaktivacia reimobilizaciou sa méze opakovat znova a znova a poskytuje
dlhodobé pouzitie enzymu a nosicovej latky. Obr. 2, 3 a 4 znazorfiujl opatovné
pouzitie imobilizovaného lipazového enzymu pri naslednom pouzivani. Postupné

znizovanie aktivity enzymu v naslednych preesterifikaénych krokoch sa Ciasto¢ne
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napravi (obrazy 3 a 4) alebo sa prinajmenSom zastavi (obrazok 4) reimobilizaciou
(reimobilizacia je v obrazoch vyznacena sivymi plochami) s pouZitim toho istého
enzymu a toho istého nosi¢ového materidlu. Znehodnoteny alebo v procese
spotrebovany enzym mozno volitefne doplnit pridanim cerstvého enzymového
preparatu.

Aktivita a stalost imobilizovaného enzymu méze byt zavisla od pH. Hodnota
pH sa ma nastavit pred tym, ako sa vykona (re-)imobilizacia. V zavislosti od enzymu
a nosi¢a mozno vhodné hodnoty pH zaznamenat v oblasti pH 5 az 8.

Pokracujuce opétovné pouzivanie materialov, lacna priprava enzymu, ktora
vychadza z nedistenych foriem enzymu a nepotrebnost drahych nosi€ovych
materidlov znacéne zvySuje ekonomicki vyhodnost inak drahého katalyzatora.
Naviac sa zniZuju problémy spojené s odpadom a ukladanim upotrebeného
enzymového materidlu. Pre enzymy imobilizované podla doterajSieho stavu
techniky neboli doteraz opisané hore uvedené vyhody, ktoré su v tejto oblasti

jedineéné.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Obr. 1 znazorfiuje, ako sa meni obsah vody a obsah volnych mastnych
kyselin potas uskutoénenia spésobu s imobilizovanym enzymom podfa tohto
vynalezu.

Obr. 2 znazoriuje aktivitu lipAzového enzymu, imobilizovaného podfa tohto
vynalezu pocéas niekolkych naslednych pouzZiti, preruSenych jednym re-
imobilizaénym spracovanim (tmavosiva oblast grafu) po priblizne 48 hodinach.

Obr. 3 je obdobny ako obr. 2, vztahuje sa ale na iny nosiovy systém, pouZity
na imobilizaciu.

Obr. 4 je obdobny ako obr. 2, vztahuje sa v§ak na iny pouzity imobilizacny
systém; reimobilizacia sa vykonala dva razy.

Vynalez sa dalej objasiiuje nasledujacimi prikladmi.
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Priklady uskutoénenia vynalezu

VSeobecne

Na sledovanie priebehu (monitorovanie) postupu pochodu v dalej uvedenych
prikladoch sa odoberali vzorky v urgitych &asovych intervaloch. Vzorky odobraté z
reakéného prostredia sa s pouzitim ihlice zmieSali s bezvodym siranom sodnym,
aby sa z oleja odstranila zvySkova voda a potom sa zmes v 2 ml sklennej
vzorkovnici zahriala na 85 °C, aby sa deaktivoval enzym.

Obsah volnej mastnej kyseliny sa stanovoval po rozpusteni asi 0,5 g
zhomogenizovaného oleja v 50 ml neutralneho rozpustadla, obsahujuceho rovnaké
objemy etanolu (96%-ného) a dietyléteru (p.a.); roztok sa titroval odmernym
roztokom hydroxidu sodného (cnaon = 0,1 mol.dm™) s pouzitim fenolftaleinu ako

indikatora. Obsah volnej mastnej kyseliny (free fatty acid, FFA) vyplyva z:
% FFA= (V.M. 282).(W.1000)".100 %,

kde V je spotrebovany objem titraéného &inidla (ml); W je hmotnost analyzovanej

vzorky oleja (g); M znamena koncentraciu titraného roztoku NaOH (v mol.dm);

282 je typicka molekulova hmotnost mastnych kyselin (napriklad kyseliny olejovej).
Aktivita katalyzatora vyplyva z nasledujucich rovnic:

k=-In(1-x).M.(W.t)",

kde k je aktivita katalyzatora (g oleja na gram katalyzatora za hodinu);
M hmotnost oleja (g); W je hmotnost katalyzatora (g enzymového preparatu);
t je doba reakcie ( h); x je stupeni konverzie definovany ako

x = [ZCN, - ZCNj . [ECN. - SCNjJ'*,
kde ZCN znamena sucet hodndt rozmedzia uhlikovych ¢&isel (carbon number, CN),

vybranych pre ur€ity proces a indexy (t, i, €) sa vztahuju na zloZenie v ¢ase (t), na

podiatocné zloZenie (i) a prislusné rovnovazne zlozenie (e). Hodnoty uhlikovych
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¢isel sa ziskaju analyzou vzoriek plynovou kvapalinovou chromatografiou (GLC). Na
vypocet stupiia konverzie pre preesterifikaciu zmesi SF/MCT sa vyber hodnoty CN
34 az 46, pre preesterifikaciu zmesi PO/PK hodnoty CN 44 aZ 46.

Priklad 1

Obr. 1 znazorfiuje obsah vody a obsah volnych mastnych kyselin v priebehu
imobilizacie in situ lipazy, ziskanej z Humicola lanuginosa. Ako nosiC sa pouzil sa
vodny kvasinkovy extrakt, obsahujuci priblizne 0,1 % hmotnostnych vo vode
nerozpustnych latok. Ako spojita olejova faza sa pouzil sinecnicovy olej (sunflower,
SF). PretoZe reakéné prostredie obsahovalo vodu, pripravovali sa mastné kyseliny.
Hydrolyza sa zastavila odstranenim vody z reakéného systému pomocou vakua.

V reaktore, vybavenom mieSadlom sa mieSalo 10 kg vody s 2 kg praskového
kvasinkového extraktu (od Ohly, SRN), ktory slizil ako nosicovy material a 1 kg
tekutého enzymového roztoku (od Novo, Dansko), ktory bol pripraveny 2z
fermentacnej tekutiny z Humicola lanuginosa a ktory obsahoval 100 k NOVO
lipazovych jednotiek na gram roztoku. Do iného nasadového reaktora, vybaveného
mie$adlom a vodnym plastom sa naplnilo 100 kg sine¢nicového oleja (SF) a olej sa
zahrial na teplotu 35 °C. Za uéinného mieSania sa do reaktora pridala zmes enzymu
a nosiéa, pricom mieSanie muselo zabezpedit dokonali homogenizaciu nasady.
Uginnym mieSanim sa ziskala emulzia V/O s jemne rozptylenymi kvapdckami a s
velkym fazovych rozhranim medzi olejom a vodou.

Hydrolyza triglyceridovych molekul zacala po pridani vodnej fazy a
pokracovala pri 35 °C az sa dosiahla 30%-na Uroveri obsahu FFA.

Znizenim tlaku na 5.10% Pa (5 milibarov) sa voda z reakénej zmesi odparila,
go spodsobilo, Ze sa lipaza deponovala a imobilizovala na suSenom nosi¢ovom
materidli. S odstranenim vody sa sGfasne zastavila produkcia FFA a zacCala
diastoéna preesterifikacia. Obr. 1 znazoriiuje podiel volnych mastnych kyselin a
vody v reakénom systéme v zavislosti od doby reakcie. Odstraiiovanie vody
pokracovalo, kym sa obsah vody v oleji neznizil pod urovefi rozpustnosti, ¢o je pod
0,2 %.
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Touto pripravou sa ziskal enzym, imobilizovany na nosiCovom materiale.
Tento imobilizovany enzym sa modze oddelit od oleja a pouzit, alebo opatovne
pouzit, na preesterifikaéné reakcie na vyrobu hodnotnych jedlych olejov. Olej, ktory
bol pouzity na imobilizaciu mozno opéatovne pouzit na rovnaky ucel.

Priklad 2

Obr. 2 znazoriuje aktivitu enzymu (v gramoch premeneného oleja na gram
enzymu za hodinu) ako funkciu doby (hodiny) reakcie lipazy z Humicola lanuginosa
a vyuzitie enzymu v naslednych sériach preesterifikaénych nasad. Tmavé plochy v
grafe oznaduju in situ pripravu alebo reaktivaciu imobilizovaného enzymu. Teplota
in situ imobiliza¢ného a reaktivaéného pochodu bola 35 °C. Vlastny preesterifikacny
proces prebiehal pri 60 °C. Na pouZitie v nasledujacom procese sa preparat
imobilizovaného enzymu oddeloval od oleja odstredovanim.

Priprava nasady spoésobom imobilizacie in situ sa vykona v podstate tak, ako
sa opisuje v priklade 1 a ako je jej priebeh znazorneny obrazom 1. V tomto pripade
sa ako nositovy material (v mnozstve 1,39 % hmotnostnych) pouzili plné pSeniéné
otruby, ¢i je prirodny vedrlaj$i produkt spracovania pSenice. Obsahuji okolo 60 %
(hmotnostnych) vo vode nerozpustnych latok ¢o znamena asi 0,84 % (hmotnostne)
tuhého podielu pri spracovani oleja. Do nasadového reaktora, vybaveného
mieSadlom a vodnym plastom sa nasadila davka preesterifikaénej zmesi 127,2 g
triglyceridov so stredne dihymi retazcami (medium chain triglycerides, MCT) a
238,95 g slnecnicového oleja (SF). MCT obsahovali mastné kyseliny, z ktorych 95
% hmotnostnych boli mastné kyseliny Cg az C1o a 5 % hmotnostnych tvorili ostatné
kyseliny.

Vykonali sa preesterifikacie pocas reakénej doby, ktora bola priblizne 16
hodin, v niektorych pripadoch 8 hodin.

Obr. 2 zretelne znazorfiuje zmeny priemernej aktivity v nasadach pocas
jednotlivych preesterifikacii SF/MCT zmesi olejov. V tomto pripade medzi nasadou
Re1 a Re3 (nakofko doba procesu bola v obidvoch pripadoch rovnaka, vysledky

mozno priamo porovnavat) nastala deaktivacia na Grovni poklesu o 36 %.
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Regeneracia po tretom preesterifikaénom kroku viedla k iba mierne vy$sej aktivite.

Bez regeneracie by vSak nastal jej dalSi pokles.

Priklad 3

Obr. 3 znazorfiuje, ako sa vyuZila lipaza, ziskana z Humicola lanuginosa v
naslednych sériach preesterifikanych nasad. Na obraze je znazornena aktivita
(gramy premeneného oleja na gram enzymu za hodinu) ako funkcia ¢asu (hodiny).
Ako nosicovy material sa vyuZili deaktivované fermentaéné zvysSky a porovité
polypropylénové ¢&astice. Tmavosivé plochy v grafe vyznacuju in situ pripravu alebo
reaktivaciu enzymového preparatu. Teplota in situ imobilizacie a reaktivaéného
procesu bola 35 °C, priCom preesterifikaény proces prebiehal pri 60 °C. Pred
pouzitim v dalSom procese sa imobilizovany enzymovy preparat oddelil od oleja
odstredenim a filtraciou.

Nasada na in situ imobilizaciu a spésob imobilizacie sa vykonali v podstate
rovnako, ako sa opisuje v priklade 1 a znazorfiuje na Obr. 1. Pouzité nosiCove
materidly boli 5,1 g deaktivovanych fermentanych zvySkov z fermentacie Rhizopus
niveus, rozpustené v 30,9 g vody a 1,8 g pérovitych polypropylénovych &astic
(Accurel®, od spolo¢nosti Akzo, Holandsko). Do nasadového reaktora s mieSadlom
a vodnym plastom sa na preesterifikaciu nasadila zmes 127,2 g triglyceridov so
stredne dlhymi retazcami (MCT) a 238,95 g slne¢nicového oleja (SF). MCT
obsahoval mastné kyseliny, z ktorych 95 % hmotnostnych boli Cs az C4o mastné
kyseliny a 5 % hmotnostnych boli iné kyseliny.

Obr. 3 zretelne znazoriiuje zmeny priemernej aktivity enzymu pocas
preesterifikacie SF/MCT olejovej zmesi. V tomto pripade pociatona aktivita enzymu
pri preesterifikacii Re1 klesla z hodnoty 100 % na urover 54,7 % pri preesterifikacii
Re3. Vysledky moZno priamo porovnavat, nakofko doba reakcia bola rovnaka.
Regeneracia po tretom preesterifikatnom stupni zvysila aktivitu na 73,9 % pdvodnej
Grovne aktivity. Bez regeneracie sa o€akaval dalsi pokles aktivity enzymu.
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Priklad 4

Na obr. 4 je znazornena aktivita enzymu (gramy premeneného oleja na gram
enzymu za hodinu) ako funkcia doby reakcie (hodiny) pre lipazu, ziskanu z
Humicola lanuginosa a pouZitu v naslednych preesterifikaciach (Re). Tmavé plochy
na grafe poukazuju na in situ pripravu alebo reaktivaciu imobilizovaného enzymu.
teplota in situ imobilizacie a reaktivaného procesu bola 35 °C, priCom
preesterifikacny proces prebiehal pri 60 °C. Pred pouzitim v dalSom procese sa
imobilizovany enzymovy preparat oddelil od oleja odstredenim a filtraciou.

Nasada na in situ imobilizaciu a spdsob imobilizacie sa uskutoénili v
podstate rovnako, ako sa opisuje v priklade 1 a znazoriiuje na Obr. 1. Katalyzator
sa dispergoval a rozpustal vo vodnom roztoku. Na zaciatku imobilizacie sa hodnota
pH nastavila na 7 a nastavenie sa opakovalo na zadiatku druhej regeneracie. Na
zadiatku prvej regeneracie bolo pH nastavené na hodnotu 6,3. Tentoraz sa ako
nositovy material pouzil kvasinkovy extrakt, obsahujici okolo 0,1 % hmotnostného
vo vode nerozpustnych latok a menej ako 1 % hmotnostné soli.

Do nasadového reaktora s mieSadlom a vodnym plastom sa na
preesterifikaciu nasadila zmes 127,2 g triglyceridov so stredne dihymi retazcami
(MCT) a 238,95 g slnecnicového oleja (SF). MCT obsahoval mastné kyseliny, z
ktorych 95 % hmotnostnych boli Cg aZ C1o mastné kyseliny a 5 % hmotnostnych boli
iné kyseliny.

Vykonalo sa osem preesterifikacii, kazda z nich trvala 22 az 23 hodin; u
dvoch preesterifikacii bola reakéna doba 73 a 93 hodin (cez vikend). Reaktivacie sa
zaradili po preesterifikaciach Re5 a Re9.

Na obr. 4 vidno zretefne zmeny priemernej aktivity v jednotlivych nasadach
po jednotlivych preesterifikaciach zmesi SF/MCT olejov. V tomto pripade v
preesterifkacii Re1 klesla aktivita z pévodnej hodnoty 100 % na hodnotu 53 % v
preesterifikacii Re5. Nakofko reakéné doby v tychto preesterifikaciach boli rovnake,
vysledky mozno priamo porovnavat. Regeneracia po piatej preesterifikacii spdsobila
zvy$enie aktivity na 64 % pévodnej hodnoty. Bez regeneracie by vSak nastal dalSi
pokles aktivity na uroveil 39 az 47 % podobne, ako sa zaznamenal pokles po
preesterifikaciach Re3 a Re4.
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V deviatej preesterifikacii klesla enzymova aktivita na 26,8 % pdvodnej

hodnoty, ale regeneraciou sa dosiahlo zvySenie na 32,7 % pociatoénej hodnoty.
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PATENTOVE NAROKY

1. Sposob imobilizacie enzymu,vyznacujuci sa tym, Zze zahfia:
a) vyber lipazového enzymu na imobilizaciu;
b) pripravu emulzie, obsahujicej spojiti hydrofébnu fazu a dispergovani vodnu
fazu, pritom vodna faza obsahuje nerozpustrny material, rozpusteny enzym a
rozpusteny material, vhodny na to, aby sluzil ako nosi¢ enzymu v dalSom kroku;
c) odstranenie vody z dispergovanej fazy natofko, az sa z tejto fazy ziskaju tuhé
Castice pokryté enzymom,
pricom hydofébna faza obsahuje latky, ktoré sa maju enzymaticky spracovat),
pricom jedna alebo viac z nich si vybrané zo skupiny, ktora zahfiia triglyceridy,

diglyceridy, monoglyceridy, glycerol a mastné kyseliny.

2. Sposob podfa naroku 1, vyznadéujaci sa tym, ze lipdza sa ziska
fermentaciou Rhizomucor miehei, Humicola lanuginosa alebo Rhizopus niveus.

3. Sposob podfa niektorého z narokov 1 az2,vyznacujuci sa tym,

Ze vodna faza obsahuje fermentacnu tekutinu.

4. Spdsob podfa niektorého z narokov1az3,vyznacujuci sa tym,
Ze hydrofdbna faza je jedly triglyceridovy olej.

5. Spbsob podfla niektorého z narokov 1 az4,vyznacdujiaci sa tym,
Ze nosicovy rozpustny material sa vyberie zo skupiny, ktora zahffia cukry, $krob,

dextran, vo vode rozpustné derivaty celulézy a fermentaéné zvysky.

6. Sposob podla niektorého z narokov1az5,vyznacdujuci sa tym,
Ze nerozpusteny nosi¢ovy material pozostava bud z materialu, ktory nie je
rozpustny ani vo vode ani v oleji, alebo z materialu, ktory ako taky je rozpustny vo
vodnej faze, ale ktory je v danom pripade naviac pritomny v nerozpustenej forme vo
vodnej faze, ktora je uz nasytena uz uvedenym, vo vode rozpustnym materialom.
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7. Sposob podla niektorého z narokov1az6,vyznadujuci sa tym,
ze enzym ako aj nosi¢ova latka, ktoré sa maju rozpustit vo vodnej faze pochadzaju
z Castic imobilizovaného enzymu, pripravenych podia niektorého z predchadza-
jucich narokov a oddelenych z reak&nej nasady.

8. Sposob katalyzovany enzymom lipazou,vyznadujlci sa tym,ze

enzym je imobilizovany enzym, pripraveny podfa niektorého z narokov 1 az 7.

9. Pouzitie imobilizovaného enzymu, ziskaného podfa niektorého z narokov 1
az 7, v sérii najmenej dvoch naslednych, lipazou katalyzovanych reakcii, vy zn a -
¢ujuci sa tym, Ze do série reakcii sa zaradi najmenej raz krok regeneracie
aktivity enzymu, ktory zahfiia pridanie vody k imobilizovanému enzymu, umoZnenie,
aby enzym a jeho nosi¢ vstipil do interakcie s vodou, a odparenie vody potom, ¢o
vodna faza s enzymom a zdrobnenym nosi¢om bola dispergovana do olejovej fazy,

¢im sa znova vytvoria Castice nosi¢a s povlakom enzymu.

10. Spdsob preesterifkacie mono-, di- alebo troglyceridov, v ktorom sa na
glycerolovej uhlikovej kostre za katalytického G&inku lipazy vymenia zvysky
mastnych kyselin, vyznaéujlci sa tym, Ze lipaza je imobilizovany enzym,

ziskany podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 7.

11. Sposob enzymatickej deacidifikacie triglyceridového oleja, pri ktorom za
katalytického pdsobenia lipdzy sa mastné kyseliny esterifikuji mono- alebo
diglyceridmi,vyzna&ujuci sa tym, Ze lipdza je enzym, ktory je schopny

reesterifikovat a ktory je pripraveny podfa niektorého z narokov 1 az 7.
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