RS ™ 1n OPIS PATENTOWY  9PL 1227591

a3 Bl

(51) Int.Cl.

(21) Numer Zgl’oszenia: 404593 C12P 1/02 (200601)

C12P 7/64 (2006.01)
C12Q 1/34 (2006.01)

Urzad Patentowy (22) Data zgtoszenia: 08.07.2013 C12N 9/20 (2006.01)

Rzeczypospolitej Polskiej

C12R 1/785 (2006.01)

Sposoéb otrzymywania nierozpuszczalnego preparatu lipazy
(54) oraz sposo6b wytwarzania estrow kwasow tluszczowych w obecnosci
tego preparatu jako katalizatora enzymatycznego

(43) Zgtoszenie ogtoszono:
19.01.2015 BUP 02/15

(45) O udzieleniu patentu ogtoszono:
31.01.2018 WUP 01/18

(73) Uprawniony z patentu:
POLITECHNIKA LODZKA, t6dz, PL

INSTYTUT TECHNOLOGII EKSPLOATACJI
— PANSTWOWY INSTYTUT BADAWCZY,
Radom, PL

(72) Twérca(y) wynalazku:

TADEUSZ ANTCZAK, L6dz, PL
MIROSLAWA SZCZESNA-ANTCZAK, tédz, PL
KRZYSZTOF MAKOWSKI, Zgierz, PL
ELZBIETA SIWIEC, Radom, PL
LUKASZ STANCZYK, t6dz, PL

EWA PAWELEC, Radom, PL
AGNIESZKA BOROWSKA, Ozorkéw, PL
MONIKA MAKOWSKA, Radom, PL
KATARZYNA STRUSZCZYK-SWITA,
Rosanow, PL

MARIAN GRADKOWSKI, Radom, PL

(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Ewa Kaczur-Kaczynska

PL 227591 Bl



2 PL 227 591 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania nierozpuszczalnego preparatu lipazy oraz
sposob wytwarzania estrow kwasow tluszczowych w obecnosci tego preparatu jako katalizatora en-
zymatycznego.

Z opisu zgtoszenia patentowego P. 396515 jest znany sposdb otrzymywania nierozpuszczalne-
go preparatu lipazy Mucor circinelloides katalizujgcego synteze strukturyzowanych triacylogliceroli,
w drodze hodowli selektanta plesni Mucor circinelloides T66/IBPUA 100, ktérego zarodniki hoduje sie
na podtozu statym zawierajgcym agar, brzeczke piwowarska, tristearynian glicerolu, hodowle inokulum
selektanta prowadzi sie w podtozu ciektym zawierajgcym oliwe z oliwek lub olej, namok kukurydziany,
wode wodociggowa, a nadto tristearynian glicerolu, zas hodowle produkcyjng selektanta prowadzi sie
na podtozu ciektym zawierajgcym oliwe z oliwek lub olej, namok kukurydziany i wode wodociggowa,
zaszczepionym inokulum uzytym w ilosci 10% objetosciowych stosunku do objetosci podioza, przy
mieszaniu zawartosci fermentera za pomocg mieszadta, do ktérego przymocowuje sie roztgcznie po-
rowaty nosnik hodowanego selektanta w postaci prostopadtosciennych ptatéw pianki poliuretanowej,
a otrzymane w wyniku hodowli ptaty pianki z przerosnietg biomasg selektanta Mucor circinelloides
T66/IBPUA 100 oddziela sie od cieczy pohodowlanej, przemywa sie wodg destylowang, odwadnia
acetonem schtodzonym do temperatury 4°C, ekstrahuje eterem naftowym i suszy w temperaturze
pokojowej lub przemywa wodg destylowana, zamraza do temperatury -45°C, liofilizuje, przemywa
acetonem, eterem naftowym i suszy w temperaturze pokojowe;j.

W opisie patentowym P. 396516 ujawniono sposodb otrzymywania nierozpuszczalnego prepara-
tu lipazy Mucor circinelloides katalizujgcego hydrolize oligolipidow, w drodze hodowli selektanta plesni
Mucor circinelloides M58/IBPUH 120, ktérego zarodniki hoduje sie na podiozu statym zawierajgcym
agar, brzeczke piwowarska, a nadto distearynian glikolu polietylenowego, hodowle inokulum selektan-
ta prowadzi sie w podtozu cieklym zawierajgcym oliwe z oliwek lub olej, namok kukurydziany, wode
wodociggowsg, a nadto distearynian glikolu polietylenowego, stosujgc 1 cm? zarodnikéw na 100 cm?
podioza, zas hodowle produkcyjng prowadzi sie na podtozu ciektym zawierajgcym oliwe z oliwek lub
olej, namok kukurydziany i wode wodociggowa, zaszczepionym inokulum uzytym w ilosci 10% objeto-
Sciowych stosunku do objetosci podtoza, przy mieszaniu zawartosci fermentera za pomocg mieszadta,
do ktérego przymocowuje sie roztgcznie porowaty nosnik hodowanego selektanta w postaci prosto-
padfosciennych ptatéw pianki poliuretanowej, zas otrzymane w wyniku hodowli ptaty pianki z prze-
rosnietg biomasg selektanta Mucor circinelloides M58/IBPUH 120 oddziela sie od cieczy pohodow-
lanej, przemywa sie wodg destylowang, odwadnia acetonem schtodzonym do temperatury 4°C,
ekstrahuje eterem naftowym i suszy w temperaturze pokojowej lub przemywa wodg destylowang,
zamraza do temperatury -45°C, liofilizuje, przemywa acetonem, eterem naftowym i suszy w tempe-
raturze pokojowej.

Z opisu patentowego PL 206173 znany jest sposéb wytwarzania estréw etylowych wyzszych
kwasow ttuszczowych z olejéw roslinnych i etanolu w obecnosci immobilizowanej lipazy Mucor circi-
nelloides jako katalizatora enzymatycznego, w ktérym olej i etanol zmieszane w stosunku molowym od
1:10 do 10:1 poddaje sie transestryfikacji w srodowisku samych substratéw lub w $rodowisku roz-
puszczalnika organicznego zastosowanego w stosunku objetosciowym do substratéw od 1:10 do
10:1, w obecnosci lipazy Mucor circinelloides uzytej w ilosci 0,1-10% w stosunku do masy mieszaniny
reakcyjnej, w temperaturze 10-80°C w czasie 1-96 godzin, po czym z mieszaniny poreakcyjnej od-
dziela sie enzym, nadmiar etanolu i w przypadku uzycia rozpuszczalnika takze rozpuszczalnik i pod-
daje jg rozdzieleniu na dwie warstwy, z ktérych goérng stanowi ester, zas dolng glicerol.

Natomiast z opisu patentowego PL 206174 jest znany sposéb wytwarzania estrow metylowych
wyzszych kwaséw ttuszczowych z olejow roslinnych i metanolu w obecnosci immobilizowanej lipazy
Mucor circinelloides jako katalizatora enzymatycznego, w ktérym olej i metanol zmieszane w stosunku
molowym od 1:10 do 10:1 poddaje sie transestryfikacji w srodowisku samych substratéw lub w srodo-
wisku rozpuszczalnika organicznego zastosowanego w stosunku objetosciowym do substratéw od
1:10 do 10:1, w obecnosci lipazy Mucor circinelloides uzytej w ilosci 0,1-10% w stosunku do masy
mieszaniny reakcyjnej, w temperaturze 10—-80°C w czasie 1-96 godzin, po czym z mieszaniny poreak-
cyjnej oddziela sie enzym i w przypadku uzycia rozpuszczalnika takze rozpuszczalnik i poddaje miesza-
nine poreakcyjng rozdzieleniu na dwie warstwy, z ktérych gérng stanowi ester, zas dolng glicerol.

W kolekcji Instytutu Biochemii Technicznej Politechniki todzkiej znajduje sie szczep plesni
Mucor circinelloides TB, wyodrebniony z pancerzy krewetek.
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Sposoéb otrzymywania nierozpuszczalnego preparatu lipazy Mucor circinelloides w drodze ho-
dowli plesni Mucor circinelloides, polegajacy na hodowli zarodnikéw plesni na wysterylizowanym, sta-
tym podiozu zawierajgcym agar w temperaturze 29-31°C w czasie 3-5 dni, nastepnie zmyciu wyho-
dowanych zarodnikéw sterylng solg fizjologiczng z dodatkiem surfaktanta, zaszczepieniu zawiesing
zarodnikéw wysterylizowanego, ciektego podtoza aktywujgcego zawierajgcego namok kukurydziany
i wode wodociggowg, o wyjsciowym pH 4,6-5,0 i prowadzeniu w tym podtozu hodowli wstrzgsanej
inokulum w temperaturze 28-31°C w czasie 18 godzin przy stopniu napetnienia kolb 20% i szybkosci
obrotowej wstrzgsarki 220 minut™, nastepnie zaszczepieniu otrzymanym inokulum wysterylizowanego
i wstepnie napowietrzonego sterylnym powietrzem, ciektego podtoza produkcyjnego zawierajgcego
namok kukurydziany i wode wodociggowg i prowadzeniu hodowli produkcyjnej w temperaturze
28-31°C w czasie 72 godzin w obecnosci srodkéw przeciwdziatajgcych pienieniu, w trakcie mieszania
i napowietrzania podtoza sterylnym powietrzem doprowadzanym w ilosci 1,2 czesci objetosciowa na
1 czes¢ objetosciowg podtoza w czasie 1 minuty, oddzieleniu otrzymanego preparatu w postaci bio-
masy od cieczy pohodowlanej, przemyciu wodg destylowang w celu odmycia rozpuszczalnych produk-
téw metabolizmu, odwodnieniu acetonem schtodzonym do temperatury 4°C, suszeniu w temperaturze
pokojowej w czasie 48 godzin i rozdrobnieniu w miynie udarowym, wedtug wynalazku charakteryzuje
sie tym, ze preparat otrzymuje sie w drodze hodowli selektanta plesni Mucor circinelloides TB80301 A,
ktérego zarodniki hoduje sie na podtozu statym zawierajgcym w czesciach wagowych: agaru 20 cze-
$ci, a nadto 3,66 czesci namoku kukurydzianego, 1 cze$¢ zemulgowanej frakcji tluszczéw kanatowych
stanowigcej odpad przy rafinacji oleju rzepakowego (TK) i 1000 czesci wody wodociggowej. Hodowle
inokulum selektanta prowadzi sie w podtozu ciektym zawierajgcym w czesciach wagowych: namoku
kukurydzianego 36,6 czesci, wody wodociggowej 1000 czesci, a nadto 13,5-67,5 czesci TK, stosujgc
1 ¢cm® zarodnikéw na 100 cm® podioza. Hodowle produkcyjng selektanta prowadzi sie na podfozu cie-
ktym o skladzie jak podtoze inokularne, zaszczepionym inokulum uzytym w ilosci 10% objetosciowych
w stosunku do objetosci podtoza.

Selektant plesni Mucor circinelloides TB80301A otrzymuje sie ze szczepu plesni Mucor circinel-
loides TB wyizolowanego z pancerzy krewetek, ktory poddaje sie aktywacji na wysterylizowanym pod-
tozu statym o sktadzie w czesciach wagowych: | czes¢ zemulgowanej TK, 3,66 czesci namoku kuku-
rydzianego, 20 czesci agaru, 1000 czesci wody destylowanej, w temperaturze 30°C, w czasie 72 go-
dzin, po czym wyroste kolonie poddaje sie selekcji w drodze hodowli wstrzgsanej na wysterylizowanym
podtozu ciektym o sktadzie w czesciach wagowych: 13,5-67,5 czesci TK, 36,6 czesci namoku kukury-
dzianego, 1000 czesci wody wodociggowej, o wyjsciowym pH = 4,6-5,0 w temperaturze 29-31°C
w czasie 24 godzin przy stopniu napetnienia kolb 20% objeto$ciowych i szybkosci obrotowej wstrza-
sarki 220 minut™, przy czym procedure aktywowania i selekcji ple$ni Mucor circinelloides powtarza sie
3-krotnie. Otrzymany selektant przechowuje sie na podiozu statym o skiadzie w czesciach wagowych
0,5 czesci TK, 20 czesci agaru, 1000 cze$ci brzeczki piwowarskiej o stezeniu 8°Be, w temperaturze 4°C.

Sposdb wytwarzania estrow kwaséw ttuszczowych i alkoholi w reakcji syntezy i alkoholizy,
w obecnosci nierozpuszczalnego preparatu lipazy Mucor circinelloides jako katalizatora enzymatycz-
nego, w srodowisku rozpuszczalnika organicznego, wedtug wynalazku, charakteryzuje sie tym, ze
estry wytwarza sie z TK i alkoholu cetylowego, 1,6-heksanodiolu, alkoholu stearylowego, 1-dekanolu,
alkoholu izoamylowego, 2-metylo-1-butanolu, 3,7-dimetylooktanolu lub 1-heksanolu, przy stosunku
molowym TK do alkoholu 1:2, w obecnosci nierozpuszczalnego preparatu lipazy w postaci grzybni
selektanta plesni Mucor circinelloides TB80301A otrzymanego wyzej okreslonym sposobem, uzytego
w ilosci 2—4% w stosunku do masy substratow, w srodowisku eteru naftowego uzytego w nadmiarze
1,4-2,0 w stosunku do masy substratéw, w temperaturze 30°C w czasie 24—48 godzin mieszajgc za-
wartos¢ reaktora z szybkoscig 120 minut™, a po zakonczeniu reakcji z mieszaniny reakcyjnej odsgcza
sie czesci state enzymu, odparowuje rozpuszczalnik i izoluje otrzymane estry metodg flash chromato-
grafii. TK jest frakcjg ttuszczéw kanatowych stanowigcg odpad przy rafinacji oleju rzepakowego, za-
wierajgcg, obok nasyconych i nienasyconych wolnych kwasoéw ttuszczowych, takze mono-, di- i triacy-
loglicerole.

Biokatalizator otrzymywany w procesie hodowli selektanta Mucor circinelloides TB80301A na
podtozu zawierajgcym w swym skfadzie TK wykazuje wysokg katalityczng aktywnosé i trwato$é
w biotransformacji in vitro TK do uzytecznych estréw. Otrzymany preparat enzymatyczny moze byc¢
stosowany kilkadziesiat razy w procesach wytwarzania estrow. W odréznieniu do znanych preparatéw
immobilizowanych lipaz tatwo ulega catkowitej biodegradacji w srodowisku ziemi lub kompostu. Spo-
sobem wediug wynalazku otrzymuje sie estry kwaséw ttuszczowych z wydajnoscig 64—99% mierzong
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metodg GC i liczong w stosunku do ilosci uzytej frakcji TK, w ktérej stezenie wolnych kwasow ttusz-
czowych nie przekracza 0,2%.

Estry otrzymane sposobem wedtug wynalazku mogg by¢ wykorzystane do wytwarzania smarow
lub uszlachetniania baz smarowniczych.

Sposoéb wedtug wynalazku ilustrujg blizej podane nizej przyktady.

Przyktad 1

W celu otrzymania selektanta plesni Mucor circinelloides TB80301A szczep plesni Mucor circi-
nelloides TB, wyizolowany z pancerzy krewetek, poddano aktywacji na wysterylizowanym termicznie,
w czasie 15 minut w temperaturze 121°C, podtozu stalym o skfadzie w czesciach wagowych; 1 czes¢
TK, 3,66 czesci namoku kukurydzianego, 20 czesci agaru, 1000 czesci wody destylowanej, w tempe-
raturze 30°C, w czasie 72 godzin, po czym wyroste kolonie poddano selekcji w drodze hodowli
wstrzgsanej na wysterylizowanym podtozu cieklym o sktadzie w czesciach wagowych: 13,5 czesci TK,
czesci namoku kukurydzianego, 1000 czesci wody wodociggowej, o wyjsciowym pH = 4,6 w tempera-
turze 29-31°C w czasie 24 godzin przy stopniu napetnienia kolb 20% objetosciowych i szybkosci ob-
rotowej wstrzgsarki 220 minut™, przy czym procedure aktywowania i selekcji plesni Mucor circinello-
ides powtdrzono 3-krotnie.

W celu otrzymania grzybni selektanta plesni Mucor circinelloides TB80301A zawierajgcej prepa-
rat lipazy, selektant Mucor circinelloides TB80301 A, wysiano na wysterylizowane termicznie w czasie
15 minut w temperaturze 121°C podioze state o sktadzie w czesciach wagowych: 1 czes¢ TK, 3,66
czesci namoku kukurydzianego, 20 czesci agaru, 1000 czesci wody wodociggowej i po 3 dniach
hodowli w temperaturze 29-31°C zarodniki selektanta zmywano sterylng solg fizjologiczng zawiera-
jaca 0,01% Tritonu® X-100 stosujgc 8 ml soli fizjologicznej na 1 skos. Otrzymang zawiesing zarodni-
kéw szczepiono wysterylizowane w czasie 30 minut w temperaturze 121°C, podioze hodowlane
o sktadzie w czesciach wagowych: 13,5 czesci TK, 36,6 czesci namoku kukurydzianego oraz 1000
czesci wody wodociggowej, o wyjsciowym pH 4,6, stosujgc 1 cm? zarodnikéw na 100 cm? podtoza
i prowadzono hodowle wstrzgsang w temperaturze 28—-31°C, w czasie 18 godzin, przy stopniu na-
petnienia kolb 20% objetosciowych i szybkosci obrotowej wstrzasarki 220 minut™. Otrzymanym
w wyniku tej hodowli inokulum zaszczepiono, uprzednio wysterylizowane w czasie 30 minut w tem-
peraturze 121°C, podtoze produkcyjne o objetosci 18 litrdw wprowadzone do fermentora o objetosci
catkowitej 241, o sktadzie w czedciach wagowych: 13,5 czesci TK, 36,6 czesci namoku kukurydzia-
nego, 1000 czesci wody wodociggowej, wstepnie napowietrzone sterylnym powietrzem, stosujgc
10% objetosciowych inokulum w stosunku do objetosci podioza. Hodowle produkcyjng prowadzono
w temperaturze 28-31°C w czasie 72 godzin, w obecnosci $rodkéw przeciwdziatajgcych pienieniu,
przy mieszaniu z szybkos$cig obrotowg 240 minut ™, doprowadzajgc powietrze w ilosci 1,2 czesci
objeto$ciowych na 1 czes¢ objetosciowg podtoza w czasie 1 minuty. Otrzymang w wyniku hodowli
produkcyjnej biomase Mucor circinelloides TB80301 A, po oddzieleniu od cieczy pohodowlanej na
drodze filtracji, przemywano woda w celu odmycia rozpuszczalnych produktow metabolizmu, zale-
wano kolejno 3 porcjami acetonu schiodzonego do temperatury 4°C, stosowanego w ilosci 5 czesci
wagowych na 1 czes¢ wagowg biomasy, mieszajgc z szybkoscig obrotowg mieszadta 120 minut™
w reaktorze chemicznym o pojemnoéci 1 dm? przez 10 minut i nastepnie ekstrahowano eterem naf-
towym uzytym w ilosci jak podczas ekstrakcji acetonem. Odwodniong i odlipidowang biomase su-
szono na powietrzu w czasie 48 godzin w temperaturze pokojowej i rozdrabniano w mtynku udaro-
wym na drobiny o wymiarach 5-10 um.

Z 1 litra podtoza hodowlanego otrzymano 23,3 g odwodnionego i odlipidowanego mycelium
o aktywnosci lipaz.

Nastepnie 3 g otrzymanego preparatu immobilizowanej lipazy w postaci odwodnionej grzybni
Mucor circinelloides TB80301A wprowadzono do reaktora chemicznego objetosci 1 | zawierajgcego:
36,6 g alkoholu cetylowego, 75 g TK i 250 g eteru naftowego. Reakcje prowadzono w temperaturze
30°C, przy obrotach mieszadta 150 minut™ w czasie 48 godzin, po czym mieszanine reakcyjng saczo-
no na przegrodzie ze spieku ceramicznego G3 w celu oddzielenia biokatalizatora, ktéry po dwukrot-
nym przemyciu acetonem i eterem naftowym (stosujgc na kazde przemycie 50 ml rozpuszczalnika)
uzywano powtérnie do syntezy estréw. Z przesgczu stanowigcego mieszanine produktéw i nie przere-
agowanych substratow oddestylowywano rozpuszczalnik w temperaturze 65°C, pod cisnieniem nor-
malnym. Otrzymane estry wydzielano z mieszaniny poreakcyjnej metodg flash chromatografii z wyko-
rzystaniem silikazelu firmy Merck 60A i eluenta heksan: octan etylu (50: 1 v/v).
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Otrzymano frakcje estrow z wydajnoscig réwng 85%, mierzong metodg GC i liczong w stosunku
do ilosci uzytej TK.

Przyktad 2

Lipaze otrzymano postepujgc jak w przyktadzie 1, przy czym hodowle produkcyjng szczepu
prowadzono na podtozu o skfadzie w czesciach wagowych: 67,5 czesci TK, 36,6 czesci namoku kuku-
rydzianego, 1000 czesci wody wodociggowe;j.

Z 1 litra podtoza hodowlanego otrzymano 22,0 g odwodnionego i odlipidowanego mycelium
o aktywnosci lipazy.

Do reaktora chemicznego o objetosci 1 |, zawierajgcego: 9,8 g 1,6-heksanodiolu, 75 g TK, 250 g
eteru naftowego, wprowadzono 3 g preparatu immobilizowanej lipazy w postaci otrzymanej uprzednio,
odwodnionej grzybni Mucor circinelloides TB80301 A. Reakcje prowadzono w temperaturze 30°C,
przy obrotach mieszadta 150 minut™ w czasie 24 godzin.

Dalej postepowano jak w przyktadzie 1.

Otrzymano frakcje estrow z wydajnoscig rowng 95%, mierzong metodg GC i liczong w stosunku
do ilosci uzytej TK.

Przyktad 3

Preparat lipazy otrzymano postepujgc jak w przyktadzie 1, przy czym hodowle produkcyjng
szczepu prowadzono na podfozu o sktadzie w czesciach wagowych: 27,0 czesci TK, 36,6 czesci na-
moku kukurydzianego, 1000 czesci wody wodociggowe;.

Z 1 litra podtoza hodowlanego produkcyjnego otrzymano 26,7 g odwodnionego i odlipidowane-
go mycelium o aktywnosci lipazy.

Do reaktora chemicznego o objetosci 1 |, zawierajgcego 40,6 g alkohol stearylowego, 75 g TK,
250 g eteru naftowego, wprowadzono 3 g preparatu immobilizowanej lipazy w postaci otrzymanej
uprzednio, odwodnionej grzybni Mucor circinelloides TB80301 A. Reakcje prowadzono w temperatu-
rze 30°C, przy obrotach mieszadta 150 minut™ w czasie 48 godzin.

Dalej postepowano jak w przykfadzie 1.

Otrzymano frakcje estréw z wydajnoscig réwng 93,0%, mierzong metodg GC i liczong w sto-
sunku do iloéci uzytej TK.

Przyktad 4

Preparat lipazy otrzymano postepujgc w przyktadzie 1.

Do reaktora chemicznego o objetosci 1 |, zawierajgcego 23,7 g 1-dekanolu, 75 g TK, 250 g ete-
ru naftowego, wprowadzono 3 g preparatu immobilizowanej lipazy w postaci otrzymanej uprzednio,
odwodnionej grzybni Mucor circinelloides TB80301A. Reakcje prowadzono w temperaturze 30°C, przy
obrotach mieszadta 150 minut™ w czasie 24 godzin.

Dalej postepowano jak w przykfadzie 1.

Otrzymano frakcje estréw z wydajnoscig réwng 98,0%, mierzong metodg GC i liczong w sto-
sunku do iloéci uzytej TK.

Przyktad 5

Preparat lipazy otrzymano postepujgc jak w przyktadzie 2.

Do reaktora chemicznego o objetoéci 1 |, zawierajgcego 13,1 g alkoholu izoamylowego, 75 g
TK, 250 g eteru naftowego, wprowadzono 3 g preparatu immobilizowanej lipazy w postaci otrzymanej
uprzednio, odwodnionej grzybni Mucor circinelloides TB80301A. Reakcje prowadzono w temperaturze
30°C, przy obrotach mieszadta 150 minut™ w czasie 72 godzin.

Dalej postepowano jak w przykfadzie 1.

Otrzymano frakcje estréw z wydajnoscig rowng 69,0%, mierzong metodg GC i liczong w sto-
sunku do ilosci uzytej TK.

Przyktad 6

Preparat lipazy otrzymano postepujgc jak w przyktadzie 2.

Do reaktora chemicznego o objetosci 1 |, zawierajgcego 13,1 g 2-metylo-1-butanolu, 75 g TK,
250 g eteru naftowego, wprowadzono 3 g preparatu immobilizowanej lipazy w postaci otrzymanej
uprzednio, odwodnionej grzybni Mucor circinelloides TB80301A. Reakcje prowadzono w temperaturze
30°C, przy obrotach mieszadta 150 minut™ w czasie 48 godzin.

Dalej postepowano jak w przykfadzie 1.

Otrzymano frakcje estréw z wydajnoscig réwng 70,0%, mierzong metodg GC i liczong w sto-
sunku do ilosci uzytej TK.
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Przyktad 7

Preparat lipazy otrzymano postepujac jak w przyktadzie 3.

Do reaktora chemicznego o objetosci 1 |, zawierajgcego 23,8 g 3,7-dimetylooktanolu, 75 g TK,
250 g eteru naftowego, wprowadzono 3 g preparatu immobilizowanej lipazy w postaci otrzymanej
uprzednio, odwodnionej grzybni Mucor circinelloides TB80301A. Reakcje prowadzono w temperaturze
30°C, przy obrotach mieszadta 150 minut™ w czasie 48 godzin.

Dalej postepowano jak w przykfadzie 1.

Otrzymano frakcje estréw z wydajnoscig rowng 79,0%, mierzong metodg GC i liczong w sto-
sunku do ilosci uzytej TK.

Przyktad 8

Preparat lipazy otrzymano postepujac jak w przyktadzie 3.

Do reaktora o objetosci 1 |, zawierajgcego 15,3 g 1-heksanolu, 75 g TK, 250 g eteru naftowego,
wprowadzono 3 g preparatu immobilizowanej lipazy w postaci otrzymanej uprzednio, odwodnionej
grzybni Mucor circinelloides TB80301A. Reakcje prowadzono w temperaturze 30°C, przy obrotach
mieszadta 150 minut™ w czasie 24 godzin.

Dalej postepowano jak w przykfadzie 1.

Otrzymano frakcje estréw z wydajnoscig réwng 98,0%, mierzong metodg GC i liczong w sto-
sunku do ilosci uzytej TK.

Przyktad 9

Preparat lipazy otrzymano postepujac jak w przyktadzie 3.

Przygotowano 800 ml roztworu 1,6-heksanodiolu i TK w eterze naftowym, zawierajgcego 9,8 g
1,6-heksanodiolu i 75 g TK w 250 ml eteru. Przez reaktor kolumnowy o objetosci 171 mli wymiarach:
dtugos¢é 20 cm, srednica 3,3 cm, upakowany odwodniong grzybnig Mucor circinelloides TB80301A
w ilosci 25 g, przepuszczano przygotowany uprzednio roztwoér reagentéw z szybkoscig 1 ml/minute,
w temperaturze 30°C przez 36 godzin. Produkty reakcji odbierano w gérnej czesci kolumny z zasto-
sowaniem recyrkulacji podawanego substratu.

Otrzymano frakcje estréw z wydajnoscig réwng 64,0%, mierzong metodg GC i liczong w sto-
sunku do ilosci uzytego TK.

Przyktad 10

Preparat lipazy otrzymano postepujac jak w przyktadzie 3.

Przygotowano 800 ml roztworu alkoholu stearylowego i TK w eterze naftowym, zawierajgcego
40,6 g alkoholu stearylowego i 75 g TK w 250 ml eteru. Przez reaktor kolumnowy o objetosci 171 ml
i wymiarach: dtugos¢ 20 cm, Srednica 3,3 cm, upakowany odwodniong grzybnig Mucor circinelloides
TB80301A w ilosci 25 g, przepuszczano przygotowany uprzednio roztwor reagentéw z szybkoscig
1 ml/minute, w temperaturze 30°C przez 36 godzin. Produkty reakcji odbierano w goérnej czesci ko-
lumny z zastosowaniem recyrkulacji podawanego substratu.

Otrzymano frakcje estréw z wydajnoscig réwng 99,0%, mierzong metodg GC i liczong w sto-
sunku do ilosci uzytego TK.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb otrzymywania nierozpuszczalnego preparatu lipazy Mucor circinelloides w drodze
hodowli plesni Mucor circinelloides, polegajacy na hodowli zarodnikéw plesni na wysteryli-
zowanym, statym podiozu zawierajgcym agar w temperaturze 29-31°C w czasie 3-5 dni,
nastepnie zmyciu wyhodowanych zarodnikéw sterylng solg fizjologiczng z dodatkiem surfak-
tanta, zaszczepieniu zawiesing zarodnikéw wysterylizowanego, ciektego podtoza aktywujg-
cego zawierajgcego namok kukurydziany i wode wodociggowa, o wyjsciowym pH 4,6-5,0
i prowadzeniu w tym podtozu hodowli wstrzgsanej inokulum w temperaturze 28-31°C w cza-
sie 18 godzin przy stopniu napetnienia kolb 20% i szybko$ci obrotowej wstrzgsarki 220 mi-
nut™, nastepnie zaszczepieniu otrzymanym inokulum wysterylizowanego i wstepnie napo-
wietrzonego sterylnym powietrzem, ciektego podioza produkcyjnego zawierajgcego namok
kukurydziany i wode wodociggowg i prowadzeniu hodowli produkcyjnej w temperaturze
28-31°C w czasie 72 godzin w obecnosci srodkow przeciwdziatajgcych pienieniu, w trakcie
mieszania i napowietrzania podtoza sterylnym powietrzem doprowadzanym w ilosci 1,2 cze-
Sci objetosciowa na 1 czes¢ objetosciowg podtoza w czasie 1 minuty, oddzieleniu otrzyma-
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nego preparatu w postaci biomasy od cieczy pohodowlanej, przemyciu wodg destylowang
w celu odmycia rozpuszczalnych produktéw metabolizmu, odwodnieniu acetonem schiodzo-
nym do temperatury 4°C i suszeniu w temperaturze pokojowej w czasie 48 godzin i nastep-
nie rozdrobnieniu w miynie udarowym, znamienny tym, ze preparat otrzymuje sie w drodze
hodowli selektanta plesni Mucor circinelloides TB80301A, ktérego zarodniki hoduje sie na
podtozu statym zawierajgcym w czesciach wagowych: agaru 20 czesci, a nadto 3,66 czesci
namoku kukurydzianego, 1 cze$¢ zemulgowanej frakcji ttuszczéw kanatowych stanowigcej
odpad w procesie rafinacji oleju rzepakowego i 1000 czesci wody wodociggowej, hodowle
inokulum selektanta prowadzi sie w podtozu cieklym zawierajgcym w czesciach wagowych:
namoku kukurydzianego 36,6 czesci, wody wodociggowej 1000 czesci, a nadto 13,5-67,5
czesci frakcji ttuszczow kanatowych stanowigcej odpad w procesie rafinacji oleju rzepako-
wego, stosujgc 1 cm? zarodnikéw na 100 cm® podtoza, zas hodowle produkcyjng selektanta
prowadzi sie na podiozu ciektym o skiadzie jak podioze inokularne, zaszczepionym inokulum
uzytym w ilosci 10% objetosciowych w stosunku do objetosci podtoza.

. Sposéb wedtlug zastrz. 1, znamienny tym, Zze selektant plesni Mucor circinelloides
TB80301A otrzymuje sie ze szczepu plesni Mucor circinelloides TB wyizolowanego z pance-
rzy krewetek, ktory poddaje sie aktywacji na wysterylizowanym podtozu statym o sktadzie
w czesciach wagowych: 1 czes¢ zemulgowanej frakcji ttuszczéw kanatowych stanowigcej
odpad w procesie rafinacji oleju rzepakowego, 3,66 czesci namoku kukurydzianego, 20 cze-
$ci agaru, 1000 czesci wody destylowanej, w temperaturze 30°C, w czasie 72 godzin, po
czym wyroste kolonie poddaje sie selekcji w drodze hodowli wstrzgsanej na wysterylizowanym
podtozu ciektym o sktadzie w czesciach wagowych: 13,5-67,5 czesci frakcji ttuszczéw kanato-
wych stanowigcej odpad w procesie rafinacji oleju rzepakowego, 36,6 czesci namoku kukury-
dzianego, 1000 czesci wody wodociggowej, o wyjsciowym pH = 4,6-50 w temperaturze
29-31°C w czasie 24 godzin przy stopniu napetnienia kolb 20% objetosciowych i szybkosci
obrotowej wstrzgsarki 220 minut™, przy czym procedure aktywowania i selekcji plesni Mucor
circinelloides powtarza sie 3-krotnie, a otrzymany selektant przechowuje sie na podtozu sta-
tym o sktadzie w czeSciach wagowych 0,5 czeéci frakcji ttuszczéw kanatowych stanowigce;j
odpad w procesie rafinacji oleju rzepakowego, 20 czesci agaru, 1000 czesci brzeczki piwo-
warskiej stezeniu 8°Be, w temperaturze 4°C.

. Sposéb wytwarzania estrow kwaséw tluszczowych i alkoholi w reakcji syntezy alkoholizy,
w obecnosci nierozpuszczalnego preparatu lipazy Mucor circinelloides jako katalizatora
enzymatycznego, w srodowisku rozpuszczalnika organicznego, znamienny tym, ze estry
wytwarza sie z frakcji ttuszczéw kanatowych stanowigcej odpad w procesie rafinacji oleju
rzepakowego oraz alkoholu cetylowego, 1,6-heksanodiolu, alkoholu stearylowego, 1-deka-
nolu, alkoholu izoamylowego, 2-metylo-1-butanolu, 3,7-dimetylooktanolu lub 1-heksanolu,
przy stosunku molowym frakcji ttuszczéw kanatowych do alkoholu 1:2, w obecnos$ci nieroz-
puszczalnego preparatu lipazy w postaci grzybni selektanta plesni Mucor circinelloides
TB80301A otrzymanego sposobem okre$lonym w zastrz. 1, uzytego w ilosci 2—4% w sto-
sunku do masy substratow, w srodowisku eteru naftowego uzytego w nadmiarze 1,4-2,0
w stosunku do masy substratow, w temperaturze 30°C w czasie 24-48 godzin mieszajgc
zawartos¢ reaktora z szybkoscig 120 minut™, a po zakonczeniu reakcji z mieszaniny reak-
cyjnej odsacza sie czesci state enzymu, odparowuje rozpuszczalnik i izoluje otrzymane estry
metodg flash chromatografii.
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