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(57) Anotace:

Zptisob imobilizace enzymu zahrnujici kroky:
a/ volbu amfifilniho enzymu pro imibilizaci,
b/ piipravu emulze obsahujici spojitou
hydrofobni fazi a dispergovanou vodnou fazi,
ve které je rozpustén enzym a material vhodny
jako nosi¢ enzymu pii provadéni dalsiho
kroku, ¢/ odstranéni vody z dispergované
faze, dokud se tato faze nepfeméni na pevneé
enzymem potazené Castice, kde vodna faze
navic obsahuje nerozpustény material. Vhod-
na vodna faze mtZe byt pfipravena ze suroveé
fermentaéni kapaliny lipazy, ktera obsahuje
inaktivovanou biomasu vhodnou pro pouZiti
jako nosi¢. Zplsoby vyuZivajici imobilizova-
ného enzymu zahrnuji pfeuspofadani enzy-
mu, acidolyzu a odkyseleni jedlych triglyceri-
dovych olej1. Tyto procesy maji velmi nizkou
spotfebu enzymu.
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Zpusob imobilizace enzymyi Ky

Oblast techniky

Pfedkladany vynalez se tyka zplsobu imobilizace enzyml
a pouziti  imobilizovanych  enzym( pro katalyzu zpracovani

triglyceridovych tuka.

Dosavadni stav techniky

Enzymy se v priimyslovém méfitku pouzivaji jako katalyzatory
pro zpracovani rtznych surovin. Casto jsou tyto zplsoby cenové
vyhodné pouze v pfipadé, jestlize Ize enzymy mnohokrat opakované
pouzit. Pro recirkulaci musi byt enzymy oddéleny od zpracovavané
kapaliny. To je mozné, jestlize se enzymy pfipoji na nosié, ktery mize

byt filtrovan nebo centrifugovan.

Dllezita skupina primyslovych enzymd ma amfifilni povahu.
Tyto enzymy jsou charakterizovany pfitomnosti hydrofilni &asti
a zaroveil hydrofobni €asti v molekule. Pfiklady této skupiny enzymd
jsou lipazy a fosfolipazy. Amfifilni enzymy jsou enzymy, které pfi
dispergovani v emulzi oleje a vody budou migrovat a hromadit se na
rozhrani vodné faze a olejové faze. To je definice amfifilnich enzymd
v souvislosti pfedkladaného vynalezu. Hydrofobni &ast enzymu

smefuje do hydrofobni faze a hydrofilni ¢ast sméfuje do faze vodné.

vvvvvv

Vynalez bude popisovan s lipazou jako nejdlezitéj§im
pfikladem amfifiiniho enzymu. Jinymi primyslové pouzitelnymi
amfifilnimi enzymy jsou fosfolipazy, v nichz jsou znamé r(izné typy
a kterée se napfiklad pouzivaji pro hydrolyzu fosfolipidd na
lyzofosfolipidy.

Lipazy se pouzivaji pro jejich schopnost modifikovat strukturu
a slozeni triglyceridovych oleji a tuk(. Katalyzuji rizné typy konverzi




10

15

2Q

25

30

triglyceridd jako je hydrolyza, esterifikace a transesterifikace. Jde
o rovnovazné reakce, které jednim smérem vedou k hydrolyze
triglyceridd na mastné kyseliny a glycerol, mono- nebo diglyceridy,
a ve druhém sméru vedou k reesterifikaci glycerolu, monoglycerid(
a diglycerid( na triglyceridy. Pro reesterifikaéni proces odstrafiovani
vody, ktera se tvofi v reakénim prostiedi, je nutné posunout rovnovahu

ve sméru syntézy triglyceridu.

PouZiti lipazy ve v podstaté bezvodém prostiedi vyzaduje
disperzi lipazy v‘oleji v aktivni formé&, coz zpusobuje nejvétsi problémy.
Pro tento Ucel se pouZivad s vyhodou imobilizovana lipaza, ktera je
aktivni v oleji, ktery obsahuje malé mnoZstvi rozpusténé vody, ale

nikoliv vodu dispergovanou.

V  soucasnosti hlavni zplsob vyroby imobilizované lipazy
zahrnuje nejprve mikrobiologickou fermentaci vodného
mikroorganismu, ktery za vhodnych podminek produkuje enzym,
oddeleni mikroorganismu a popfipadé &i§téni enzymu. Potom se
roztok ziskane lipazy pfida k nosi¢i a enzym se ponecha pfichytit na
povrch nosi¢e. Tato metoda imobilizace se pro zplsob
interesterifikace jako pfiklad uvadi napfiklad v GB 2 159 527.
Pfichyceni enzymu na nosi¢ umoznuje snadnou separaci ireverzibilné

imobilizovaného enzymu z média pro nasledujici pouZiti.

PouZité nosné materidly jsou obecné& porézni, ve vodé
nerozpustné latky ve vodé &astic, které poskytuji velké povrchové
plochy na jednotkovy objem. Pfiprava imobilizovanych enzym( se
popisuje napfiklad v EP 0 140 542, EP 0 382 767, WO 95/22608,
EP 0 444 092 a WO 89/01032.

Béhem enzymatického zpracovani triglyceridd ztraci
imobilizovany enzym postupné svou aktivitu. Ta musi byt &asto
nahrazovana cerstvym enzymovym preparatem. Spotieba enzymu

uruje hlavni ¢ast celkovych nakladd na zpracovani. Pokud by bylo
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mozné prodlouzit Zivotnost enzymu, predstavovalo by to velkou

ekonomickou vyhodu.

V obvyklych poréznich nosnych materialech dale snizuji aktivitu
lipazy omezeni spojena s pifenosem hmoty.

Nepfeduvefejnéna patentova piihlaska WO 97/01632 autor(i
vynalezu popisuje laciny a snadny zplsob imobilizace enzymu stejné
jako zplsob regenerace a reaktivace takového enzymatického
preparatu po jeho pfipadném opotiebeni pfi pouzivani. Prvni zptsob
zahrnuje kroky

a. volbu amfifilniho enzymu pro imobilizaci,

b. pfipravu emulze obsahujici spojitou hydrofobni fazi
a dispergovanou vodnou fazi, ve které je rozpust&n enzym
a material vhodny jako nosi¢ enzymu pfi provadéni dal§iho
kroku,

c. odstranéni vody z dispergované faze, dokud se tato faze
nepfeméni na pevné enzymem potazené &astice.

V uvedené pfihlaSce se nosny material popisuje jako material

uplné rozpustny ve vodné fazi. Zadnym zpGsobem se nehovoii

o materialu ve vodné fazi, ktery je nerozpustny.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez poskytuje zplsob zahrnujici kroky
a. volbu amfifilniho enzymu pro imobilizaci,

b. pfipravu emulze obsahujici spojitou hydrofobni fazi
a dispergovanou vodnou fazi, ve které je rozpustén enzym
a material vhodny jako nosi¢ enzymu pfi provadéni dal§iho

kroku,
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C. odstranéni vody z dispergované faze, dokud se tato faze
nepfeméni na pevné enzymem potazené &astice, kde

vodna faze navic obsahuje nerozpu$tény material.

Vynalez také poskytuje zpUsoby, kterymi se ziskany
imobilizovany enzym pouziva.

Vychozi emulze se pfipravuje s vyhodou s 5 az 15 %
hmotnostnimi, vyhodné&ji 8 aZ 10 % hmotnostnimi vodné faze, ktera se
disperguje v hydrofobni fazi. Vodna faze by méla obsahovat amfifilni
enzym pro imobilizaci, a dale jak rozpus$tény, tak i nerozpustény
material, pfi¢emz oba tyto materialy mohou pisobit jako nosi& po

odpafeni vody z kapi¢ek vodné faze, jak bude popsano dale.

Ve vodé rozpustny nosny material se s vyhodou voli ze skupiny
cukrd jako je sachardza, laktéza a glukdza, Skrobi jako je psenicna
mouka, dextranu, ve vodé rozpustnych derivatd celuldzy

a fermentacnich zbytk(.

Nerozpusténa <&ast nosného materidlu se mlze skladat
z materialu, ktery neni rozpustny ani ve vod&, ani v oleji. Alternativné
se muZe skladat z materialu, ktery je jako takovy rozpustny ve vodné
fazi, ale ktery je v popisovaném pfipad& pfitomen v nerozpustné
formé, protoZe je dispergovan ve vodné fazi, ktera je jiz timto ve vodé
rozpustnym materialem nasycena. V dusledku toho pfi kolisani teploty
takeé bude kolisat rozpusténé mnozstvi takového materialu.

Materialy, které nejsou jako takové rozpustné, se vhodné voli ze
skupiny biomasy, cerealni drti a nerozpustnych slozek soji. Je mozno
také obecné pouZit inertni drti pfirodniho nebo syntetického materialu,

jako jsou porézni polypropylenové &astice.

Rozumi se, Ze biomasa obsahuje inaktivované ve vodé

rozpustneé zbytky mikroorganismd pouzitych pfi fermentaci.
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Pokud neni nosny material pfitomen ve vodné fazi nebo pokud
je pfitomen v nedostateném mnoZstvi, pfidava se do vodné faze pfed

nebo po dispergaci vodné faze do hydrofobni spoijité faze.

MnoZzstvi nosného materialu se s vyhodou voli tak, aby bylo pro
enzym k dispozici dostateéné mnozstvi nosné plochy pro pfichyceni.
Vetsi ¢astice jsou vyhodnéjsi pro snadnéjsi separaci, ale maji mensi
pomer povrch/hmotnost nez malé ¢astice. Nosny material se obecné
pouziva v mnozstvi 0,5 aZ 5 % hmotnostnich vzhledem k oleji,
s vyhodou 1 az 2 % hmotnostni.

Rozumi se, Ze fermentadni zbytky jsou vSechny latky, které
zbyvaji ve fermentaéni kapaliné po fermentaci, a které jsou obsazeny
vsupernatantu po oddéleni ve vodé nerozpustné biomasy
z fermentacni kapaliny. Tento supernatant se pfipadné koncentruje,
napfiklad pridchodem pres mikrofiltragni membranovy modul z dutych
vlaken s pficnym tokem (znamy jako uméla ledvina). Fermentaéni
zbytky obsahuji polysacharidy, proteinovy material, soli a cukry. Tyto
latky jsou rozpu$tény ve vodné fermentadni kapaling, ale budou se
oddelovat jako pevny material ve formé& &astic, jestlize se voda
odstrani. Podle konkrétniho provedeni se fermentaéni zbytky pouzivaji
spolu s jakoukoliv vhodnou biomasou, ktera bude plsobit jako
nerozpustna Cast nosie. Dal$i nerozpustny nosny material mize byt
pfidan dodateéné.

Obsah nerozpustného nosného materidlu miZe kolisat
v §irokych mezich, napfiklad od 0,001 do 99 % hmotnostnich
celkového nosného materidlu, s vyhodou 0,01 az 80 % hmotnostnich
avyhodnégji 0,1 az 20 % hmotnostnich. Rozsah mlZe kolisat
v zavislosti na nosném materialu nebo kombinaci nosnych materiald.

Vhodné smési mizZe snadno sestavit odbornik v oboru.

Vodna faze obsahujici enzym se disperguje ve form& jemnych

kapicek v hydrofobni fazi obvyklymi emulga&nimi technikami. Podle
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povahy amfifilni enzym migruje a hromadi se na rozhrani vodné faze

a hydrofobni faze.

MGze byt pouZita jakakoliv lipaza vhodna pro hydrolyzu nebo
reesterifikaci triglyceridi, ale s vyhodou se pouziva lipaza ziskana
fermentaci z Rhizomucor miehei, Humicola lanuginosa nebo Rhizopus
niveus. MnoZstvi pfidané enzymatické aktivity je upraveno podle
konkrétniho postupu, pro ktery se bude pouZivat. Obecné je vhodna
aktivita lipazy 100 az 1500 lipazovych jednotek (LU) na gram oleje.
Jedna lipazova jednotka se definuje jako mnoZstvi enzymu, ktery
uvolni jeden mikromol kyseliny maselné za minutu z emulgovaného
tributyrinového substratu (pfi pH 7,0 a teploté 30 °C).

Hydrofobni faze emulze mize byt jakakoliv potravinaiska
tekutina, ve které mize byt vodna faze dispergovana, kterou je
s vyhodou jedly triglyceridovy olej, a ktera se chova jako substrat
enzymu. Jestlize hydrofobni faze neni substrat, mé&l by byt pfidan
oddélené. Alternativné se imobilizované &astice enzymu oddéluji ze
systému, ve kterém byly pfipraveny, a shromazduji se pro pozdgjsi
pouZiti, kterym je pfidavek k olejovému substratu. Hydrofobni faze se
s vyhodou skiada ze smési triglyceridi, ktera pfipadné dale obsahuje

diglyceridy, monoglyceridy, glycerol a mastné kyseliny.

Jestlize se pro imobilizace pouZije triglyceridovy olej, s vyhodou
se voli olej, ktery v podstaté neobsahuje fosfolipidy, jinak mohou
fosfolipidy nepfiznivé interferovat s tvorbou &astic potazenych
enzymem. Triglyceridovy olej s vyhodou neobsahuje vice nez 100 ppm
hydratovatelnych fosfolipidd. Jestlize je cilem enzymatického procesu
hydrolyza fosfolipid(i, musi byt imobilizované &astice enzymu

pfipraveny v oddéleném systému, ktery fosfolipidy neobsahuje.

Pro nezbytné odstranéni vody z emulze jsou k dispozici bézné
standardni zplsoby véetné pfidavani molekulovych sit a probublavani
inertniho plynu jako je dusik skrz emulzi. SuSeni se nejlépe provadi
postupnym odpafovanim vody, s vyhodou pfi 30 °C az 35 °C pouzitim
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vakua s vyhodou 100 Pa aZ 10 kPa, vyhodnéji 300 Pa az 2000 Pa. Je
mozne pfipadné pouzit kombinaci t&chto zplsobd.

Jak se voda postupné odstrafiuje z dispergované vodné faze,
kapicky se smrstuji a vysou$eji se. Soudasné se bude rozpustény
material oddélovat jako pevna latka ve formé &astic. Enzym, ktery se
na pocatku hromadi na rozhrani voda/olej, se bude pfipadné ukladat
na pevny material ve formé ¢&astic, ktery se vytvofil p¥i smrétovani
vysuSeneé kapi¢ky, a bude se na né&j navazovat. V zavislosti na
mnozZstvi enzymu dostupného ve vodné fazi budou &astice nosice
tplné nebo Casteéné potazeny vrstvou enzymu. Timto zpusobem
poskytne suSeni dispergované faze imobilizovany enzymaticky
preparat. Enzym mlze byt po imobilizaci pouZit okamzité za
pfedpokladu, Ze jeho substrat bude dostupny hydrofobni fazi nebo
mizZe byt imobilizovany enzym oddélen a pfidan k oleji - substratu

nebo mize byt uchovan pro pozdé&jsi pouziti.

Na zacCatku imobilizaéniho postupu se vytvofi emulze voda/olej
obsahujici lipdzu, a pokud jsou pfitomny molekuly glyceridl, za&nou
se hydrolyzovat na mastné kyseliny a diglyceridy, monoglyceridy
a glycerol. Hydrolyza pokraduje, dokud se nedosahne pfedem zvolené
urovne. Jakmile se v8ak ze zpracovavané smési odstrani voda,
enzymaticka hydrolyza ester(i se prevrati na proces enzymatické
reesterifikace. Nékteré lipazy v8ak nejsou schopny hydrolyzované
glyceridy ucinné reesterifikovat. To je ziejmé ze zvolna klesajici

hladiny mastnych kyselin (viz obr. 1).

Imobilizace se s vyhodou provadi pfi teploté 30 °C az 35 °C.
Imobilizovana lipaza ma zvySenou teplotni stabilitu za predpokladu, ze
enzym plsobi v nevodném prostiedi, které neobsahuje Zadnou
dispergovanou vodu. Voda rozpu$t€nd ve zpracovavaném
triglyceridovém oleji by v8ak méla dostadovat pro podatedni krok
hydrolyzy. V zavislosti na typu lipazy jsou dovoleny pracovni teploty
60 °C nebo dokonce 70 °C. S takovymi odolnymi enzymatickymi
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systémy je mozné zpracovavat tuhé tuky, i kdyz maji teploty tani
vrozmezi 40 az 60 °C, coZ je za hranici maximalni pracovni teploty

vétsiny vodnych lipazovych preparatd.

Imobilizované enzymy podle vynalezu mohou byt pouzivany pfi
vsadkovéem postupu stejné jako kontinualnim zpGsobu zpracovani.
Velikost pevnych &astic potazenych enzymem by méla byt dostatecné
velka pro umoznéni separace, napfiklad centrifugaci, filtraci nebo
dekantovanim. Pro snadné provadéni separace je velikost alespori
0,1 um, s vyhodou alespofi 1 ym a vyhodnéji 5 az 25 pym. ProtoZe se
vzristajici velikosti se povrch dostupny pro pfichyceni enzymu (na

jednotku hmotnosti) zmensuje, je nutno zachovat spravnou rovnovahu.

Zvlastni vyhodou predkladaného vynalezu je to, Ze vynalez
nepotrebuje Cisty enzym. V pfipadé potieby je moZno vynechat ¢asové
naroné a drahé postupy ziskavani a &isténi enzymu ze surové
fermentacni kapaliny, jestlize napfiklad fermentaéni zbytky a biomasa

poskytuji vhodné nosné materialy.

Vynalez dale zahrnuje zplsoby katalyzované imobilizovanym
amfifilnim enzymem podle vynalezu. K témto zplisoblim patfi lipazou
katalyzované pfeuspofadani esterd a také acidolyza, pfi které

triglyceridy reaguji s mastnymi kyselinami.

Pfeuspofadani esterll se mlzZe tykat mono-, di- nebo
triglyceridt, u kterych se za katalytického plsobeni lipazy vymémuiji
skupiny mastnych kyselin na glycerolovych kostrach triglyceridovych
molekul.

Enzymatické  odkyseleni triglyceridového oleje  zahrnuje
katalytické pusobeni lipazy, kde se mastné kyseliny odstrafiuji

esterifikaci s mono- nebo diglyceridy, které jsou také pfitomny v oleji.

Jestlize se enzymy imobilizované in situ podle vynalezu oddé&li
z reakEniho prostfedi bud filtraci, dekantaci nebo centrifugaci, mohou

byt mnohokrat opakované pouzity.
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Pro zplsob preuspoiadani se preparat imobilizované lipazy
pfidava jako takovy ke vsadce triglyceridového oleje. Neni nutno
pfidavat Zadnou vodu za pfedpokladu, Ze je dostateé¢né mnozstvi vody
pro pocateCni krok hydrolyzy pfitomno v rozpusténé formé ve
zpracovavaném triglyceridovém oleji. Ackoliv se pfi pokojovych
teplotach rozpousti v oleji pouze 0,3 % hmotnostnich vody, dostacuje
to pro hladky pribéh enzymatické reakce.

Imobilizovany enzym se ekonomicky pouZiva pro fadu alespon
dvou naslednych enzymaticky katalyzovanych reakci, kde v fadé
reakci je zahrnut alespori jeden krok regenerace enzymatické aktivity.

Takova regenerace nebo reaktivace se mUlze provadét
dispergaci vody do systému imobilizovany enzym v oleji, ponechanim
enzymu a jeho nosice interagovat s vodou za &aste&ného rozpusténi
nosného materidlu a potom odpafenim vody z dispergované faze
takovym zpusobem, Zze se opét vytvofi enzymem pokryté &astice

nosice.

Pro uvedenou reaktivaci se pfidava s vyhodou 5 az 15 %
hmotnostnich, vyhodnéji 8 az 10 % hmotnostnich vodné faze, ktera se
disperguje do hydrofobni faze. Rozpustény enzym migruje do rozhrani
voda/olej a hromadi se v ném. KdyZ se voda odstrani jak bylo popsano
vySe, kapi¢ky se vysychanim smrs$ti a rozpust&ny nosny material se
opét oddéli jako pevna latka. Pokud voda postupné odchazi ze
susenych kapi¢ek, enzym nakonec opét pfilne k nosiéi.

Alternativné se nejprve pouzity enzym na nosiéi oddéli
z reakéniho prostfedi, smisi se s vodnou fazi, pfiemz se enzym
a cast nosiCe rozpusti a ziskana vodna faze se potom disperguje

v olejove fazi a susi se jak bylo popsano vyse.

Enzym na nosici se pfipadné po oddéleni pfida k hotové emulzi

voda/olej pro reaktivaéni plsobeni.
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Opakovana imobilizace vede k obnoveni, alespon ¢asteénému,
enzymaticke aktivity. Vliv obnoveni muiZe byt zaznamenan jako

stabilizace aktivity nebo snizeni obvyklé a o&ekavané inaktivace.

Reaktivace novou imobilizaci mZe byt znovu a znovu
opakovana a poskytuje moznost prodlouZeného pouziti enzymu
anosného materialu. Obrazky 2, 3 a 4 ukazuji opétné pouziti
imobilizovaneho enzymu lipdzy v za sebou nasledujicich vsadkach.
Postupné sniZovani enzymatické aktivity pfi naslednych krocich
prfeuspofadani se ¢asteéné zlepsi (obr. 3 a 4) nebo alespoii zastavi
(obr. 2) pouzitim opé&tné imobilizace (vyznadeno tmavé stinovanymi
oblastmi) pouZitim stejného enzymu a stejného nosného materialu.
Enzym poskozeny nebo spotfebovany pii procesu je mozno
kompenzovat pfidavkem uréitého mnozstvi &erstvého enzymatického

preparatu.

Aktivita a stabilita imobilizovaného enzymu miize byt zavisla na
pH. pH by mélo byt pfed provedenim (opétné) imobilizace nastaveno.
Vhodné hodnoty pH mohou byt v rozmezi 5 az 8 v zavislosti na

enzymu a nosici.

Budouci opakované pouziti materiall, lacina pfiprava enzymu
z nepurifikované formy a nepfitomnost nakladného nosného materialu
ve velké mife sniZuje naklady na drahy katalyzator. Navic se sniZuji
problemy spojené s ukladanim vypotfebovaného enzymatického
materialu do odpadu. Tyto vyhodné rysy jsou jedineéné a nejsou
popsany pro enzymy imobilizované zplisoby podle dosavadniho stavu

techniky.

Prehled obrazkli na vykresech

Obr. 1 ukazuje, jak se béhem imobilizace enzymu in situ podle
pfedkladaného vynalezu méni obsah vody a obsah volnych mastnych

kyselin.
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Obr. 2 ukazuje aktivitu enzymu lipazy imobilizovaného podle
vynalezu v prdb&hu nékolika nasledujicich procest pfeusporadani
pferu$enych jednim krokem opé&tné imobilizace (tmavé stinovana
oblast) po pfiblizné 48 hodinach.

Obr. 3 viz obr. 2, ale s pouzitim odli§ného nosného systému pro
imobilizaci.

Obr. 4 viz obr. 2, ale s pouZitim odli§ného nosného systemu pro
imobilizaci.

Byly pouzity dvé opé&tné imobilizace.

Vynalez bude ilustrovan nasledujicimi p¥iklady:

Priklady provedeni vynalezu

Pro monitorovani postupujiciho zplsobu podle nasledujicich
pfikladd byly v ¢asovych intervalech odebirany vzorky oleje. Vzorky
odebrané z reakéniho média jehlou byly smiseny s bezvodym siranem
sodnym pro odstranéni zbyvajici vody z oleje a potom zahraty na
teplotu vy$si nez 85 °C ve 2 ml sklenénych zkumavkach pro deaktivaci

enzymu.

Obsah volnych mastnych kyselin byl stanoven rozpusténim
pfiblizné 0,5 g homogenizovaného oleje v 50 ml neutralniho
rozpoustédla obsahujiciho stejné objemy ethanolu (96 %)
a diethyletheru (p.a.) a titraci smési roztokem hydroxidu sodného
0,1 mol/l s pouzitim fenolftaleinu jako indikatoru. Obsah volnych
mastnych kyselin (free fatty acid. FFA) se vypoéte podle nasledujici
rovnice:

V.M. 282
%FFA = —— 100 %
W . 1000
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kde: V = titrovany objem (ml)
W = hmotnost vzorku oleje (g)
M = molarita roztoku NaOH

282 = typicka molekulova hmotnost mastnych kyselin

(v kyseliné olejové)

Aktivita katalyzatoru se vypoéte z nasledujicich rovnic:

kde:

k =-In(1-x) *M/W . t

k = aktivita katalyzatoru (g oleje/g katalyzatoru za
hod)

M = hmotnost oleje (g)

W = hmotnost katalyzatoru (g enzymatického
preparatu)

t = ¢as (hod)

X = stupefi konverze definovany jako

ZCN; - ZCN;

ZCNg - ZCN;

ZCN znamena soucet hodnot rozmezi po&td uhlikd zvolenych

pro specificky proces, kde indexy (t, i, €) se vztahuji k prostiedku

v jakémkoli

Casovém okamziku (), k podateéni smési (i) a

k rovhovdzné smési (e). Hodnoty podtd uhlikG se ziskavaji analyzou

vzork( plynovou kapalinovou chromatografii (GLC). Pro preusporadani

smesi SF/MCT se voli pro vypoéet stupné pfemé&ny hodnoty CN 34 -

46 a pro pfeusporadani smési PO/PK se voli hodnotyCN 44 - 46.
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Priklad 1

Obr. 1 ukazuje obsah vody a volnych mastnych kyselin
v pribéhu imobilizace lipazy ziskané z Humicola lanuginosa in situ.
Jako nosny material byl pouZit vodny kvasni¢ny extrakt obsahujici
pfiblizné 0,1 % hmotnostnich ve vodé nerozpustného materialu a jako
spojita olejova faze byl pouzit slunednicovy olej (SF).Volné mastné
Kyseliny byly produkovany pro obsah vody ve zpracovavaném
prostiedi. Hydrolyza se zastavila, kdyZ byla pouZitim vakua ze

systému odstranéna voda.

V reaktoru opatfeném michadlem bylo smichano 10 kg vody
s 2 kg praskového kvasni¢ného extraktu (firmy OHLY, Némecko), ktery
slouZil jako nosny material, a 1 kg kapalného roztoku enzymu (firma
NOVO, Dansko), ktery byl vyroben z fermentaéni kapaliny Humicola
lanuginosa a ktery obsahoval 100 k lipazovych jednotek NOVO na
gram roztoku. Oddé&leny vsadkovy reaktor opatfeny michadlem
a vodnim plastém byl naplnén 100 kg sluneénicového oleje (SF)
a zahtat na teplotu 35 °C. Smés enzym - nosi¢ byla viozena do oleje
po dikladném michani pro zajisténi homogenniho stavu. Dikladné
michani poskytlo emulzi voda/olej s jemné& rozptylenymi kapitkami

vody a velkym rozhranim oleje a vody.

Hydrolyza triglyceridovych molekul zagala po pfidavku vodné
faze a pokraovala pfi 35 °C az do dosazeni hladiny 30 % FFA.

Snizenim tlaku na 500 Pa byla odpafena voda, coZ zputsobilo
ulozeni a imobilizaci lipdzy na usu$eny nosny material. Spolu
s odstranénim vody se zastavi tvorba FFA a zadala ¢&aste&na
reesterifikace. Obr. 1 ukazuje procento volnych mastnych kyselin
avody pfitomnych v systému v prib&hu &asu. Odstrafovani vody
pokraCovalo, dokud obsah vody v oleji nepokles| pod mez

rozpustnosti, ktera byla niz$i nez 0,2 %.

Tento postup poskytl enzym, ktery byl imobilizovan na nosném
materialu. Uvedeny imobilizovany enzym muZe byt z oleje oddélen
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a pouzit nebo znovu pouzZit pro reakce pfeuspofadani pro vyrobu
cennych jedlych oleji. Olej pouzity pro imobilizaci mize byt opakované

pouzit ke stejnému adelu.

Priklad 2

Obr. 2 ukazuje enzymatickou aktivitu (gramy pfeménéného oleje
na gram enzymu za hodinu) jako funkci ¢asu (hodiny) pro lipazu
ziskanou z Humicola lanuginosa a pouzitou v za sebou nasledujici
fadé pfeusporadani ve vsadkovém provedeni. Tmavé stinované oblasti
v grafu oznaluji pfipravu in situ, popfipadé opétnou aktivaci
imobilizovaného enzymu. Teploty imobilizace in situ a postupu opétné
aktivace byly 35 °C. Samotny proces preuspoiadani probihal pfi
60 °C. Imobilizovany enzymaticky preparat byl z oleje oddélen

centrifugaci pro pouZziti pfi nasledujicim postupu.

Pfiprava SarZe pro imobilizaci in situ byla provadéna v podstaté
stejneé jak bylo popsano v pfikladu 1 a jak je ilustrovano na obr. 1.
Tentokrat byly jako nosny material pouzity (1,39 % hmotnostnich) celé
pSeniné otruby, které jsou pfirodnim vedlej§im produktem zpracovani
pSenitného zrna. Obsahuji pfiblizn& 60 % hmotnostnich ve vodé
nerozpustneho materialu, ktery poskytuje ve zpracovavaném oleji
0,84 % hmotnostnich pevnych latek. Vsadkovy reaktor opatfeny
michadlem a vodnim plastém byl napIinén smési pro pfeusporadani
slozenou ze 127,2 g triglyceridi se stfedni délkou Fet&zce (MCT)
a 238,95 g sluneénicového oleje (SF). 95 % hmotnostnich mastnych
kyseliny materialu MCT tvofily Cg-Ciy mastné kyseliny a 5 %
hmotnostnich jinych kyselin. Za sebou nasledujici postupy
pfeuspofadani byly provadény s reakénimi dobami, z nichz nékteré
byly pfiblizné 16 hodin (pfes noc) a n&které 8 hodin.

Obr. 2 jasné& ukazuje zménu primérné aktivity na $arZi
v prib&hu rlznych krokd preusporadani olejové smési SF/MCT.

V tomto konkrétnim pfipadé je deaktivace mezi pfeuspoiadanim Re1
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a Re3 (je umoZnéno pfimé porovnani, protoze je stejna doba trvani
procesu) 36 %. Regenerace po tfetim kroku preuspofadani vedla
k pouze mirn& vy$§i aktivité. Bez regenerace viak do$lo k dal&imu

poklesu aktivity.

Piiklad 3

Obr. 3 ukazuje, jak byla pouZita imobilizovana lipaza ziskana
z Humicola lanuginosa v za sebou nasledujici fadé $arzi
pfeuspofadani. Aktivita (gram pfemé&néného oleje na gram enzymu za
hodinu) je ukazana jako funkce ¢asu (hodiny). Jako nosnych materiali
bylo poZito deaktivovanych fermentaénich zbytkGi a poréznich
polypropylenovych ¢&astic. Tmavé stinované oblasti v grafu ukazuji
pfipravu in situ, popfipadé opétnou aktivaci enzymatického preparatu.
Teplota imobilizace in situ a postupu opétné aktivace byla 35 °C,
zatimco preusporfadani probihalo pfi 60 °C. Pied pouzitim
v nasledujicim procesu byl enzymaticky preparat z oleje oddé&len

centrifugaci a filtraci.

Pro imobilizaci in situ byla pfipravena $arze a bylo pouZito
stejného postupu jak se popisuje v pfikladu 1 a jak je ilustrovano na
obr. 1. Pouzitymi nosnymi materidly bylo 5,1 g deaktivovanych
fermentagnich zbytk( z Rhizopus niveus rozpusténych ve 30,9 g vody
a 1,8 g poréznich polypropylenovych &astic (Accurel™, firma AKZO,
Holandsko). Vsadkovy reaktor opatfeny michadlem a vodnim plastém
byl napInén smési 127,2 g triglycerid(i se stfedni délkou fetézce (MCT)
a 238,95 g sluneénicového oleje (SF) pro preusporadani. 95 %
mastnych kyselin MCT tvofily Cg-C1o mastné kyseliny a 5 % tvofily jiné
kyseliny.

Obr. 3 jasné ukazuje zménu primérné enzymatické aktivity
s Casem v pribéhu preuspofadani smési oleji SF/MCT. V tomto
konkrétnim  pfipadé poklesla pocate¢ni aktivita enzym( pfi

pfeuspofadani Re1 =z hodnoty 100 % na hodnotu 54,7 %
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u pfeuspofadani Re3. Pfimé porovnani je umoznéno, protoze procesy
trvaji stejnou dobu. Regenerace po tietim kroku pfeuspofadani vedla
ke zvySeni aktivity na 73,9 % pocdateéni Grovné. Bez regenerace byl

oCekavan dalsi pokles aktivity proti pogateéni Grovni.

Pfiklad 4

Obr. 4 ukazuje enzymatickou aktivitu (gram pfemé&néného oleje
na gram enzymu za hodinu) jako funkci ¢asu (hodiny) pro lipazu
ziskanou z Humicola lanuginosa a pouZitou v nasledujicich Ffadach
pfeuspofadani (Re). Tmavé stinované oblasti v grafu ukazuji pfipravu
imobilizovaného enzymu in situ a popfipadé jeho opétnou aktivaci.
Teplota pfi imobilizaci in situ a opé&tné aktivaci byla 35 °C. Samotny
postup pfeuspofadani probihal pfi 60 °C. Imobilizovany enzymaticky
preparat byl z oleje oddélen centrifugaci pro pouziti pfi nasledujicim

postupu.

PFiprava vsadky pro imobilizaci in situ byla v principu provedena
stejné jak se popisuje v pfikladu 1 a jak je ilustrovano na obr. 1.
Katalyzator byl dispergovan a rozpu$tén ve vodném roztoku. PFi
imobilizaci bylo nastaveno pH na 7 a stejné tak na za&atku druhé
regenerace. Na zacatku prvni regenerace bylo pH nastaveno na 6,3.
Tentokrat byl pouzitym nosnym materidlem kvasni¢ny extrakt
obsahujici pfiblizné 0,1 % hmotnostnich ve vod& nerozpustné latky

a méné nez 1 % hmotnostni soli.

Vsadkovy reaktor opatfeny michadlem a vodnim plastém byl
naplnén smeési pro pfeusporadani 127,2 g triglyceridd se stfednim
fetézcem (MCT) a 238,95 g sluneénicového oleje (SF). 95 %
hmotnostnich mastnych kyselin tvoficich MCT byly Cg-Cqo mastné
kyseliny a 5 % dalSich kyselin. S reakénimi dobami 22 aZ 23 hodin
a pro dvé reakéni doby 73 a 93 hodin (pfes vikend) bylo provedeno
osm nasledujicich pfeuspofadani. Opétna aktivace byla vioZena po

pfeuspofadanim Re5 a Re9.
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Obr. 4 jasné ukazuje zménu primémé aktivity na $arZi
v prib&hu doby pfi rlznych preuspofadanich smési oleje SF/MCT.
Vtomto konkrétnim pfipadé poklesia aktivita enzymu proti
pfeuspofadani Re1 s pocéate¢ni hodnotou 100 % na hodnotu 53 %
v pfeuspofadani Re5. Pfimé porovnani je umoznéno diky stejné dobé

trvani procesu.

Regenerace po patém kroku preuspofadani vedla k pfirGstku
aktivity na 64 % z pocate¢ni hodnoty. Bez regenerace v$ak doglo
k dalSimu poklesu aktivity na Groveri 39 % az 47 % podobné& jako po
krocich pfeuspofadani Re3 a Re4. Pii devatém kroku preusporadani
poklesla aktivita enzymu na 26,8 % pocateéni hodnoty, ale regenerace

potom vedla ke zvySeni na 32,7 % pocéateéni hodnoty.

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

Zplsob imobilizace enzymu, charakterizovany kroky:
a. volbou lipazového enzymu pro imobilizaci,

b. pfipravou emulze obsahujici spojitou hydrofobni fazi
a dispergovanou vodnou fazi, kter4d obsahuje nerozpustény
material, a ve které je rozpu§tén enzym a material vhodny jako

nosi¢ enzymu pfi provadéni daldiho kroku,

c. odstranénim vody z dispergované faze, dokud se tato faze
nepfeméni na pevné enzymem potazené  {astice,
vyznadujici s e tim, z e hydrofobni faze
obsazuje latky, které jsou ureny ke zpracovani enzymem, z
nichz jedna nebo vice je zvolena ze skupiny triglyceridd,
diglyceridd, monoglyceridil, glycerolu a mastnych kyselin.

Zpusob podle naroku 1, vyznadujici se tim,
Ze lipaza se ziskdva z fermentace Rhizomucor miehei,

Humicola lanuginosa nebo Rhizopus niveus.

ZpUsob podle nékterého z narokli 1az2, vyznadujici
se tim, Ze vodnafaze obsahuje fermentaéni kapalinu.

ZpUsob podle nékterého z narokii 1az3, vyznadujici

se tim, Ze hydrofobnifazije jedly triglyceridovy olej.

ZpUsob podle nékterého z narokii 1az4, vyznadujici

se tim, Ze rozpustény nosny material je zvolen ze
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skupiny cukrd, $krobu, dextranu, ve vodé rozpustnych derivaty

celuldzy a fermentaénich zbytka.

ZpUsob podle nékterého z narokd 1 az 5, v yznadujici
se tim, Ze nerozpustény nosny material se sklada bud
z materialu, ktery neni rozpustny ani ve vodé&, ani v oleji, nebo
materialu, ktery je jako takovy rozpustny ve vodné fazi, ale
ktery je v konkrétnim pfipadé navic k vodné fazi, ktera je jiz
timto ve vodé& rozpustnym materialem nasycena, pfitomen v

nerozpusténé formé.

Zpusob podle nékterého z narokt 1 az 6, v yznadujici
se tim, Ze enzym stejné jako nosna latka, které maji
byt rozpustény ve vodné fazi, jsou odvozeny z imobilizovanych
enzymovych Castic vyrobenych podle nékterého

z predchazejicich narokl a oddélenych z reakéni smési.

Zplsob katalyzovany enzymem lipazou, v yznacujici
se tim, Ze enzymem je imobilizovany enzym ziskany

podle nékterého z narokd 1 az 7.

Pouziti imobilizovaného enzymu ziskaného podle nékterého
z narokd 1 az 7 pro fadu alespofi dvou nasledujicich lipazou
katalyzovanych reakci, vyznacdujici se tim,
Z e v fadé reakci je zahrnut alespori jednou krok regenerace
aktivity enzymu, ktery zahrnuje pfidavek vody
k imobilizovanému enzymu, ponechani enzymu a jeho nosice
interagovat s vodou a odpafeni vody po tom, co byla vodna

faze s enzymem a desintegrovanym nosi¢em dispergovana do




10

16

10.

11.

-20 -

olejové faze, pritemZ se znovu vytvofi enzymem potaZzené

nosné castice.

ZpUsob pFeuspofadani estert mono-, di- nebo triglyceridi, pfi
kterém se za katalytického plisobeni lipazy vyméni na
glycerolové kostre skupiny mastné kyseliny,
vyznadcujici se tim, Z e lipazou je

imobilizovany enzym ziskany podle nékterého z narokd 1 a2 7.

ZpUsob enzymatického odkyseleni triglyceridového oleje, kde
za katalytického pUsobeni lipazy se esterifikuji mastné kyseliny
§ mono- nebo diglyceridy, vyznadujici se tim,
Z e lipazou je enzym schopny reesterifikovat, ziskany podle

nékterého z naroku 1 az 7.

Zastupuje:
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