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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania nierozpuszczalnego preparatu lipazy oraz
sposob wytwarzania estrow kwasow ttuszczowych w obecnosci tego preparatu jako katalizatora enzy-
matycznego.

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 fermentom za pomocag mieszadta, do ktérego przymocowuije 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 sposéb 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 zawarto$ci fermentora za pomocg mieszadta,
do ktérego przymocowuje sie roztgcznie porowaty nosnik hodowanego selektanta w postaci prosto-
padtosciennych ptatdéw pianki poliuretanowej, zas otrzymane w wyniku hodowli ptaty pianki z przero-
$nietg biomasg selektanta Mucor circinelloides M58/IBPUH 120 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 tem-
peratury -45°C, liofilizuje, przemywa acetonem, eterem naftowym i suszy w temperaturze pokojowe;j.

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 kolekgciji Instytutu Biochemii Technicznej Politechniki t6dzkiej znajduje sie szczep ple$ni Mu-
cor circinelloides TB, wyodrebniony z pancerzy krewetek.
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Sposoéb otrzymywania nierozpuszczalnego preparatu lipazy Mucor circinelloides w drodze ho-
dowli plesni Mucor circinelloides, polegajacy na hodowli zarodnikéw plesni na wysterylizowanym, sta-
tym podiozu zawierajgcym agar w temperaturze 29-31°C w czasie 3-5 dni, nastepnie zmyciu wyho-
dowanych zarodnikéw sterylng solg fizjologiczng z dodatkiem surfaktanta, zaszczepieniu zawiesing
zarodnikéw wysterylizowanego, ciektego podtoza aktywujgcego zawierajgcego namok kukurydziany
i wode wodociggowg, o wyjsciowym pH 4,6-5,0 i prowadzeniu w tym podtozu hodowli wstrzgsanej
inokulum w temperaturze 28-31°C w czasie 18 godzin przy stopniu napetnienia kolb 20% i szybkosci
obrotowej wstrzgsarki 220 minut™, nastepnie zaszczepieniu otrzymanym inokulum wysterylizowanego
i wstepnie napowietrzonego sterylnym powietrzem, ciektego podtoza produkcyjnego zawierajgcego
namok kukurydziany i wode wodociggowg i prowadzeniu hodowli produkcyjnej w temperaturze
28-31°C w czasie 72 godzin w obecnosci srodkéw przeciwdziatajgcych pienieniu, w trakcie mieszania
i napowietrzania podfoza sterylnym powietrzem doprowadzanym w ilosci 1,2 czesci objetoSciowa
na 1 czes$¢ objetosciowg poditoza w czasie 1 minuty, oddzieleniu otrzymanego preparatu w postaci
biomasy od cieczy pohodowlanej, przemyciu wodg destylowang w celu odmycia rozpuszczalnych
produktéw metabolizmu, odwodnieniu acetonem schiodzonym do temperatury 4°C i suszeniu w tem-
peraturze pokojowej w czasie 48 godzin i nastepnie rozdrobnieniu w mtynie udarowym, wedtug wyna-
lazku charakteryzuje sie tym, ze preparat otrzymuje sie w drodze hodowli selektanta plesni Mucor
circinelloides TB80300A, ktérego zarodniki hoduje sie na podiozu statym zawierajagcym w czesciach
wagowych: agaru 20 czesci, a nadto 3,66 czesci namoku kukurydzianego, 1 czes¢ zemulgowanej
frakcji technicznych kwasow tluszczowych stanowigcej odpad przy rafinacji oleju rzepakowego (TKT)
i 1000 czesci wody wodociggowej. Hodowle inokulum selektanta prowadzi sie w podiozu ciektym za-
wierajgcym w czesciach wagowych: namoku kukurydzianego 36,6 czesci, wody wodociggowej 1000
czesci, a nadto 13,5-67,5 czesci TKT, stosujac 1 cm? zarodnikéw na 100 cm?® podtoza. Hodowle pro-
dukcyjng selektanta prowadzi sie na podtozu ciektym o sktadzie jak poditoze inokularne, zaszczepio-
nym inokulum uzytym w ilosci 10% objetosciowych w stosunku do objetosci podtoza.

Selektant plesni Mucor circinelloides TB80300A 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: 1 cze$¢ zemulgowanej TKT, 3,66 czesci namoku kuku-
rydzianego, 20 czesci agaru, 1000 czesci wody destylowanej, w temperaturze 30°C, w czasie 72 go-
dzin, po czym wyroste kolonie poddaje sie selekcji w drodze hodowli wstrzgsanej na wysterylizowa-
nym podtozu ciektym o sktadzie w czesciach wagowych: 13,5-67,5 czesci TKT, 36,6 czesci namoku
kukurydzianego, 1000 czesci wody wodociggowej, o wyjsciowym pH = 4,6-5,0 w temperaturze
29-31°C w czasie 24 godzin przy stopniu napetnienia kolb 20% objetosciowych i szybko$ci obrotowe;
wstrzgsarki 220 minut™, przy czym procedure aktywowania i selekcji pleSni Mucor circinelloides po-
wtarza sie 3-krotnie. Otrzymany selektant przechowuje sie na podtozu statym o sktadzie w czesciach
wagowych 0,5 czesci TKT, 20 czesci agaru, 1000 czesci brzeczki piwowarskiej o stezeniu 8°Be,
w temperaturze 4°C.

Sposdb wytwarzania estréw 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 TKT 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 TKT do alkoholu 1:2, w obecnosci nierozpuszczalnego preparatu lipazy w postaci grzybni
selektanta plesni Mucor circinelloides TB80300A otrzymanego wyzej opisanym sposobem, uzytego
w ilo$ci 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 odsg-
cza sie czesci state enzymu, odparowuje rozpuszczalnik i izoluje otrzymane estry metodg flash
chromatografii.

TKT jest frakcjg technicznych kwaséw ttuszczowych stanowigcg odpad powstaty przy rafinacji
oleju rzepakowego, zawierajgcg, obok nasyconych i nienasyconych wolnych kwaséw ttuszczowych,
takze mono-, di- i triacyloglicerole.

Biokatalizator otrzymywany w procesie hodowli selektanta Mucor circinelloides TB80300A na
podtozu zawierajgcym w swym skiadzie TKT wykazuje wysokg katalityczng aktywnosc¢ i trwatosé
w biotransformaciji in vitro TKT do uzytecznych estréw. Otrzymany preparat enzymatyczny moze byé
stosowany kilkadziesiat razy w procesach wytwarzania estrow. W odréznieniu do znanych preparatéw
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immobilizowanych lipaz tatwo ulega catkowitej biodegradacji w $srodowisku ziemi lub kompostu. Spo-
sobem wedilug wynalazku otrzymuje sie estry kwasow ttuszczowych z wydajnoscig 44—99% mierzona
metodg GC i liczong w stosunku do ilosci uzytej frakcji TKT, w ktérej stezenie wolnych kwaséw ttusz-
czowych nie przekracza 0,2%.

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

Sposoéb wedtug wynalazku ilustrujg blizej podane nizej przyktady.

Przyktad 1

W celu otrzymania selektanta plesni Mucor circinelloides TB80300A 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¢
zemulgowanej TKT, 3,66 czesci namoku kukurydzianego, 20 czesci agaru, 1000 czesci wody desty-
lowanej, w temperaturze 30°C, w czasie 72 godzin, po czym wyroste kolonie poddano selekcji w dro-
dze hodowli wstrzgsanej na wysterylizowanym podtozu ciektym o skfadzie w czesciach wagowych:
13,5 czesci TKT, 36,6 czesci namoku kukurydzianego, 1000 czesci wody wodociggowej, o wyjscio-
wym pH = 4,6 w temperaturze 29-31°C w czasie 24 godzin przy stopniu napetnienia kolb 20% objeto-
sciowych i szybkosci obrotowej wstrzgsarki 220 minut™, przy czym procedure aktywowania i selekcji
plesni Mucor circinelloides powtdrzono 3-krotnie.

W celu otrzymania grzybni selektanta plesni Mucor circinelloides TB80300A zawierajgcej prepa-
rat lipazy, selektant Mucor circinelloides TB80300A, wysiano na wysterylizowane termicznie w czasie
15 minut w temperaturze 121°C podioze state o skiadzie w czesciach wagowych: 1 czes¢ TKT, 3,66
czesci namoku kukurydzianego, 20 czesci agaru, 1000 czesci wody wodociggowej i po 3 dniach ho-
dowli w temperaturze 29-31°C zarodniki selektanta zmywano sterylng solg fizjologiczng zawierajgca
0,01% Tritonu® X-100 stosujgc 8 ml soli fizjologicznej na 1 skos. Otrzymang zawiesing zarodnikéw
szczepiono wysterylizowane w czasie 30 minut w temperaturze 121°C, podtoze hodowlane o sktadzie
w czesciach wagowych: 13,5 czesci TKT, 36,6 czesci namoku kukurydzianego oraz 1000 czesci wody
wodociggowej, o wyjsciowym pH 4,6, stosujgc 1 cm? zarodnikéw na 100 cm?® podfoza i prowadzono
hodowle wstrzgsang w temperaturze 28—-31°C, w czasie 18 godzin, przy stopniu napetnienia kolb 20%
objetosciowych i szybkosci obrotowej wstrzgsarki 220 minut®. Otrzymanym w wyniku tej hodowli
inokulum zaszczepiono, uprzednio wysterylizowane w czasie 30 minut w temperaturze 121°C, podto-
ze produkcyjne o objetosci 18 litréw wprowadzone do fermentora o objetosci catkowitej 24 |, o sktadzie
w czesciach wagowych: 13,5 czesci TKT, 36,6 czedci namoku kukurydzianego, 1000 czesci wody
wodociggowej, wstepnie napowietrzone sterylnym powietrzem, stosujgc 10% objetosciowych inoku-
lum w stosunku do objetosci podtoza. Hodowle produkcyjng prowadzono w temperaturze 28-31°C
w czasie 72 godzin, w obecnoéci srodkéw przeciwdziatajgcych pienieniu, przy mieszaniu z szybkoscig
obrotowg 240 minut ™, doprowadzajgc powietrze w ilodci 1,2 czes$¢ objetosciowa na 1 czes¢ objeto-
Sciowg podtoza w czasie 1 minuty. Otrzymang w wyniku hodowli produkcyjnej biomase Mucor circinel-
loides TB80300A, po oddzieleniu od cieczy pohodowlanej na drodze filtracji, przemywano woda
w celu odmycia rozpuszczalnych produktéw metabolizmu, zalewano kolejno 3 porcjami acetonu
schtodzonego do temperatury 4°C, stosowanego w ilosci 5 czedci wagowych na 1 czes¢ wagowg
biomasy, mieszajgc z szybkoscig obrotowg mieszadta 120 minut™ w reaktorze chemicznym o pojem-
nosci 1 dm® przez 10 minut i nastepnie ekstrahowano eterem naftowym uzytym w ilosci jak podczas
ekstrakcji acetonem. Odwodniong i odlipidowang biomase suszono na powietrzu w czasie 48 godzin
w temperaturze pokojowej i rozdrabniano w miynku udarowym na drobiny o wymiarach 5-10 um.

Z 1 litra podtoza hodowlanego otrzymano 23,8 g odwodnionego i odlipidowanego mycelium
o aktywnosci lipazy.

Nastepnie 3 g otrzymanego preparatu immobilizowanej lipazy w postaci odwodnionej grzybni
Mucor circinelloides TB80300A wprowadzono do reaktora chemicznego o objetosci 1 | zawierajgcego:
36,6 g alkoholu cetylowego, 75 g TKT i 250 g eteru naftowego. Reakcje prowadzono w temperaturze
30°C, przy obrotach mieszadta 150 minut® w czasie 48 godzin, po czym mieszanine reakcyjng sa-
czono na przegrodzie ze spieku ceramicznego G3 w celu oddzielenia biokatalizatora, ktéry po dwu-
krotnym przemyciu acetonem i eterem naftowym (stosujgc na kazde przemycie 50 ml rozpuszczalni-
ka) uzywano powtérnie do syntezy estréw. Z przesgczu stanowigcego mieszanine produktow i nie
przereagowanych substratow oddestylowywano rozpuszczalnik w temperaturze 65°C, pod cisnieniem
normalnym. Otrzymane estry wydzielano z mieszaniny poreakcyjnej metodg flash chromatografii
z wykorzystaniem silikazelu firmy Merck 60A i eluenta heksan: octan etylu (50:1 v/v).
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Otrzymano frakcje estrow z wydajnoscig rowng 80%, mierzong metodg GC i liczong w stosunku
do ilosci uzytego TKT.

Przyktad 2

Lipaze otrzymano postepujgc jak w przyktadzie 1, przy czym hodowle produkcyjng szczepu
prowadzono na podtozu o skifadzie w czesciach wagowych: 67,5 czesci TKT, 36,6 czesci namoku
kukurydzianego, 1000 cze$ci wody wodociggowe;j.

Z 1 litra podtoza hodowlanego otrzymano 20,8 g odwodnionego i odlipidowanego mycelium
o aktywnosci lipazy.

Do reaktora chemicznego o objetosci 1 |, zawierajgcego: 9,8 g 1,6-heksanodiolu, 75 g TKT, 250 g
eteru naftowego, wprowadzono 3 g preparatu immobilizowanej lipazy w postaci otrzymanej uprzednio,
odwodnionej grzybni Mucor circinelloides TB80300A. Reakcje prowadzono w temperaturze 30°C, przy
obrotach mieszadta 150 minut™* w czasie 24 godzin.

Dalej postepowano jak w przykfadzie 1.

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

Przyktad 3

Preparat lipazy otrzymano postepujgc jak w przyktadzie 1, przy czym hodowle produkcyjng
szczepu prowadzono na podtozu o sktadzie w czes$ciach wagowych: 27,0 czesci TKT, 36,6 czesci
namoku kukurydzianego, 1000 czesci wody wodociggowe;.

Z 1 litra podtoza hodowlanego produkcyjnego otrzymano 21,0 g odwodnionego i odlipidowane-
go mycelium o aktywnosci lipazy.

Do reaktora chemicznego o objetosci 1 |, zawierajgcego 40,6 g alkohol stearylowego, 75 g TKT,
250 g eteru naftowego, wprowadzono 3 g preparatu immobilizowanej lipazy w postaci otrzymanej
uprzednio, odwodnionej grzybni Mucor circinelloides TB80300A. 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 90,0%, mierzong metodg GC i liczong w sto-
sunku do iloci uzytego TKT.

Przyktad 4

Preparat lipazy otrzymano postepujgc w przyktadzie 1.

Do reaktora chemicznego o objetosci 1 |, zawierajgcego 23,7 g 1-dekanolu, 75 g TKT, 250 g
eteru naftowego, wprowadzono 3 g preparatu immobilizowanej lipazy w postaci otrzymanej uprzednio,
odwodnionej grzybni Mucor circinelloides TB80300A. 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 iloci uzytego TKT.

Przyktad 5

Preparat lipazy otrzymano postepujgc jak w przyktadzie 2.

Do reaktora chemicznego o objetoéci 1 |, zawierajgcego 13,1 g alkoholu izoamylowego, 75 g
TKT, 250 g eteru naftowego, wprowadzono 3 g preparatu immobilizowanej lipazy w postaci otrzyma-
nej uprzednio, odwodnionej grzybni Mucor circinelloides TB80300A. Reakcje prowadzono w tempera-
turze 30°C, przy obrotach mieszadta 150 minut™ w czasie 48 godzin.

Dalej postepowano jak w przykfadzie 1.

Otrzymano frakcje estréw z wydajnoscig réwng 65,0%, mierzong metodg GC i liczong w sto-
sunku do ilosci uzytego TKT.

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 TKT,
250 g eteru naftowego, wprowadzono 3 g preparatu immobilizowanej lipazy w postaci otrzymane;j
uprzednio, odwodnionej grzybni Mucor circinelloides TB80300A. 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 uzytego TKT.
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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 TKT,
250 g eteru naftowego, wprowadzono 3 g preparatu immobilizowanej lipazy w postaci otrzymanej
uprzednio, odwodnionej grzybni Mucor circinelloides TB80300A. Reakcje prowadzono w temp. 30°C,
przy obrotach mieszadta 150 minut™* w czasie 48 godzin.

Dalej postepowano jak w przykfadzie 1.

Otrzymano frakcje estréw z wydajnoscig rowng 44,0%, mierzong metodg GC i liczong w sto-
sunku do ilosci uzytego TKT.

Przyktad 8

Preparat lipazy otrzymano postepujac jak w przyktadzie 3.

Przygotowano 800 ml roztworu 1,6-heksanodiolu i TKT w eterze naftowym, zawierajgcego 9,8 g
1,6-heksanodiolu i 75 g TKT w 250 ml eteru. Przez reaktor kolumnowy o objetosci 171 ml i wymiarach:
dtugos¢é 20 cm, srednica 3,3 cm, upakowany odwodniong grzybnig Mucor circinelloides TB80300A
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 gérnej czesci kolumny z zasto-
sowaniem recyrkulacji podawanego substratu.

Otrzymano frakcje estréow z wydajnoscig rowng 99,0%, mierzong metodg GC i liczong
w stosunku do ilosci uzytego TKT.

Przyktad 9

Preparat lipazy otrzymano postepujac jak w przyktadzie 3.

Przygotowano 800 ml roztworu alkoholu stearylowego i TKT w eterze naftowym, zawierajgcego
40,6 g alkoholu stearylowego i 75 g TKT 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
TB80300A w ilosci 25 g przepuszczano przygotowany uprzednio roztwor reagentow 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 rowng 99,0%, mierzong metodg GC i liczong
w stosunku do ilosci uzytego TKT.

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 zarodnikdéw wysterylizowanego, cieklego podioza aktywujg-
cego 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 cza-
sie 18 godzin przy stopniu napetnienia kolb 20% i szybko$ci obrotowej wstrzgsarki 220 mi-
nut™, nastepnie zaszczepieniu otrzymanym inokulum wysterylizowanego i wstepnie napo-
wietrzonego sterylnym powietrzem, ciektego podioza produkcyjnego zawierajgcego namok
kukurydziany i wode wodociggowg i prowadzeniu hodowli produkcyjnej w temperaturze
28-31°C w czasie 72 godzin w obecnosci srodkow przeciwdziatajgcych pienieniu, w trakcie
mieszania i napowietrzania podtoza sterylnym powietrzem doprowadzanym w ilosci 1,2 cze-
Sci objeto$ciowa na 1 czes$¢ objetosciowg podtoza w czasie 1 minuty, oddzieleniu otrzyma-
nego preparatu w postaci biomasy od cieczy pohodowlanej, przemyciu wodg destylowang
w celu odmycia rozpuszczalnych produktéw metabolizmu, odwodnieniu acetonem schtodzo-
nym do temperatury 4°C i suszeniu w temperaturze pokojowej w czasie 48 godzin i nastep-
nie rozdrobnieniu w mtynie udarowym, znamienny tym, ze preparat otrzymuje sie w drodze
hodowli selektanta plesni Mucor circinelloides TB80300A, ktérego zarodniki hoduje sie na
podtozu statym zawierajgcym w cze$ciach wagowych: agaru 20 czeéci, a nadto 3,66 czesci
namoku kukurydzianego, 1 cze$¢ zemulgowanej frakcji technicznych kwaséw tluszczowych
stanowigcej odpad w procesie rafinacji oleju rzepakowego i 1000 czesci wody wodociggo-
wej, hodowle inokulum selektanta prowadzi sie w podtozu ciektym zawierajgcym w cze-
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Sciach wagowych: namoku kukurydzianego 36,6 czesci, wody wodociggowej 1000 czesci,
a nadto 13,5-67,5 czesci frakcji technicznych kwaséw ttuszczowych stanowigcej odpad przy
rafinacji oleju rzepakowego, stosujgc 1 cm?® zarodnikéw na 100 cm?® podioza, zas hodowle
produkcyjng selektanta prowadzi sie na podtozu cieklym o skfadzie jak podtoze inokularne,
zaszczepionym inokulum uzytym w ilosci 10% objetosciowych w stosunku do objetosci
podtoza.

. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze selektant plesni Mucor circinelloides
TB80300A otrzymuje sie ze szczepu plesni Mucor circinelloides TB wyizolowanego z pance-
rzy krewetek, ktory poddaje sie aktywacji na wysterylizowanym podtozu statym o skfadzie
w czesciach wagowych: 1 cze$é zemulgowanej frakcji technicznych kwasoéw tluszczowych
stanowigcej odpad przy rafinacji oleju rzepakowego, 3,66 czesci namoku kukurydzianego,
20 czesci 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 wysterylizowa-
nym podtozu ciektym o skladzie w czesciach wagowych: 13,5-67,5 czesci frakcji technicznych
kwasow ttuszczowych stanowigcej odpad przy rafinacji oleju rzepakowego, 36,6 czesci namo-
ku kukurydzianego, 1000 czesci wody wodociggowej, o wyjsciowym pH = 4,6-5,0 w tempera-
turze 29-31°C w czasie 24 godzin przy stopniu napetnienia kolb 20% objetosciowych i szyb-
kosci obrotowej wstrzgsarki 220 minut™, przy czym procedure aktywowania i selekcji plesni
Mucor circinelloides powtarza sie 3-krotnie, a otrzymany selektant przechowuje sie na pod-
tozu statym o skiadzie w czesciach wagowych 0,5 czesci frakcji technicznych kwasow ttus z-
czowych stanowigcej odpad przy rafinacji oleju rzepakowego, 20 czesci agaru, 1000 czesci
brzeczki piwowarskiej o stezeniu 8°Be, w temperaturze 4°C.

. Sposéb wytwarzania estrow kwaséw tluszczowych i alkoholi w reakcji syntezy alkoholizy,
w obecnos$ci nierozpuszczalnego preparatu lipazy Mucor circinelloides jako katalizatora en-
zymatycznego, w $rodowisku rozpuszczalnika organicznego, znamienny tym, ze estry wy-
twarza sie z frakcji technicznych kwasow ttuszczowych stanowigcej odpad przy 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 technicznych kwaséw ttuszczowych do alkoholu 1:2, w obec-
nosci nierozpuszczalnego preparatu lipazy w postaci grzybni selektanta plesni Mucor circi-
nelloides TB80300A otrzymanego sposobem okreslonym w zastrz. 1, uzytego w ilosci 2—4%
w stosunku do masy substratow, w srodowisku eteru naftowego uzytego w nadmiarze 1,4-2
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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