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Zptsob vyroby holin, pfipravenych k vy¢inéni, z ktizi
a koZek pfi pouziti proteolytickych a lipolytickych
enzymil, pti kterém se kiiZze po rehydrataci a mékeeni
proteolytickymi enzymy podrobi louzeni po dobu 2 az
6 hodin pfi teploté s vyhodou 28 °C pfi pH 11,5 a2
14, a pak mofeni po dobu 1 aZ 3 hodin pfi teploté 32
a2 37 °C a pti pH 5 az 11,5, pfitemZ se do pfi-
slusnych vodnich ldzni ptidavaji alkalické lipazy
E.C.3.1.3 s optimem u¢inku pfi pH 9 aZz 11 v
mnoz%stvi, odpovidajicim 100 a2z 10 000 LCA/kg kiiZe,

méfeno pifi pH 9,5.
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Zpiisob vyroby holin, pFipravenych k vy&inéni

Oblast techniky

Vynélez se tyka zplisobu vyroby holin, pfipravenych k vy&ingni, zejména enzymaticky doplné-
ného louZeni a mofeni, pfi nichZ se uZiva alkalickych lipaz, s vyhodou v kombinaci s proteo-
lytickymi enzymy.

-

Dosavadni stav techniky

Cilené pouZiti enzymi pfi vyrobé usni zatalo se zavedenim enzymatické pofi¢i l4zn& Dr. Otto
Réhmen r. 1907 podle DE 200 519. Od této doby je &im dale tim &ast&ji, zejména s ohledem na
Setfeni Zivotniho prostfedi, navrhovano pouziti proteaz pti riznych dil¢ich postupech v luharné
avelmi Casto jsou enzymy také skutedné vyuzivany, jak je ziejmé napfiklad z publikace
E. Pfleiderer a R. Reiner, Biotechnology, Ed. H. J. Rehm, str. 729-743, VCH 1988. Také
amylazy, zejména v kombinaci s protedzami, maji své pouziti pfi moteni, napfiklad podle US
¢. 4273 826. Soucasné pouziti lipazy a amylédzy ve formé pankreatinu za pfitomnosti kyseliny
desoxycholové je zndmo z mad'arského patentového spisu &. 3325, Chem. Abstr. 77, 7341 k. Je
pfirozené, Zze se pouZiti lipAz navrhuje zvla§té k odstranéni tuku zkazi a kozek, zejména
v pfipadech materidli s vysokym obsahem tuku, jako je tomu u vepfové kiize a ovéich kozek
a u riznych odpadovych materiéli. Pouziti k odstranéni tuku bylo popsano napfiklad v publika-
cich L. H. Posorske, J. Am. Oil Chem. Soc., 1, (11), 1758-1760, 1984, K. Yeshodha a dalsi,
leather Sci (Madras) 25 (2), 77-86, 1978, Chem. Abstr. 89, 199097, T. Nielsen, Fette, Seifen,
Anschrichm. 87 (1), 15-19, 1985, kde se pfipadné& popisuji také nep¥iznivé ucinky, naptiklad na
piklované a odvapnéné ov¢i holiny, napfiklad také v publikacich A. Vulliermet a dalii, Techni-
cuir 16 (4) 64-76, 1982, Chem. Abstr. 97, 57467 q, Chem. Abstr. 82, 113205g. V poslednim
literdrnim Gdaji se enzymatické odbouravani tukii provadi pomoci lipaz nebo enzymatickych
prostfedku, které lipizu obsahuji, pfi pH niz3im, nez 8, s vyhodou v mirné kyselé oblasti.

V publikaci Biotechnology, Ed. H. J. Rehm, sv. 7a, str. 644 se uvadi, e mikrobialni a pankrea-
tické lipizy E.C.3.1.1.3 neni moZno uZivat k propirani vzhledem k velké nestalosti tdchto
enzymit za alkalickych podminek bez ohledu na cenu enzymu. Proti spolegnému pouziti lipazy
a proteazy mluvi pfedevsim to, Ze protedzy mohou odbouravat bilkoviny, pFitemz lipdzy maji
bilkovinnou povahu.

V posledni dob¢ jsou navrhovany enzymatické zmék&ovaci postupy pro kiize a kozky. PFi téchto
postupech obsahuji zmék&ovaci lazné:

A) lipazy s optimem G¢innosti v oblasti pH 9 az 11,
B) proteazy s a¢innosti v oblasti pH9 az 11, a

C) povrchove aktivni latky, pti¢emZ hodnota pH celé zmékeovaci lazné je 9 az 11, jak je popséno
napiiklad v DE 39 22 748.0.

Jako zvlast€ vhodné ktomuto Glelu se uvadgji enzymy zkment Aspergillus, zejména
znekterych geneticky pozménénych kmend. Miize byt uZita naptiklad alkalicka lipza z kmene
Aspergillus oryzea, ktery byl ziskdn rekombinaci, tato lipdza m4 optimum G&innosti v rozmezi
pH 9 az 11. Pouzit je moZno také lipazu, b&mné& dodavanou pod obchodnim nazvem LIPOLASE
100 T (Novo Industri A/S, DK 2880, Bagsvaerd).
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Zpracovani materiali s vysokym obsahem tuku, napfiklad vepfovych kiazi, ov&ich koZek,
odpadovych materiélii a podobné, je viak stile jeste zatizeno velkymi problémy. Jde zejména
o skute€nost, Ze tyto materidly jsou nedostatené louzeny v celé tloust'ce a ziskané holiny nejsou
dostateCné Cisté, takze dochdzi k tvorb& nezddoucich vapenatych mydel, které u hotovych
materiald mohou vést ke $pinéni.

Také pfi mofeni holin, bohatych na tuk, vznikaji velké obtize vzhledem k tomu, Ze vrstva
tukovych materidli ve formé filmu, uloZeného na povrchu, brani priniku enzymi pti mofeni
a tim soucasné bréani také optimalnimu rozvolné&ni zpracovavanych materiald.

Ze svrchu uvedeného DE patentového spisu €. 39 22 748.0 vyplyvé, Ze maji byt uzity zejména
urité lipazy, které jsou Gcinné v oblasti pH 9 az 11. Vzhledem k tomu, Ze tyto enzymy podle
udaji vyrobce maji optimum svého G&inku obvykle p¥i pH 10 az 11, neni obvykle moné postup
provadét v nizZ3i Casti uvedeného rozmezi a postup je obvykle provadén vjeho horni &asti.
PfekroCeni uvedeného rozmezi pH obvykle nema Zadné podstatné vysledky, aviak &¢im vice se
pH vzdaluje svrchu uvedenému rozmezi, tim vice je nutno pogitat se snizenou G&innosti a také se
sniZenou stabilitou pouzitého enzymu, coz musi byt brano v avahu.

Podstata vynilezu

Nyni bylo neoCekdvané zjisténo, ze k uvedenému postupu je moZno uzit i lipazy, jejichz
optimum G¢inku lezi mnohem dale v alkalické oblasti.

Podstatu vynalezu tedy tvofi zplisob vyroby holin, pfipravenych k vy&inéni, z kiizi a kozek, pii
pouZiti proteolytickych a lipolytickych enzymii. Postup spogivé v tom, Ze se kiize po rehydrataci
a mekeeni proteolytickymi enzymy podrobi lougeni po dobu 2 az 6 hodin pfi teploté s vyhodou
28 °C pii pH 11,5 az 14, a pak moteni po dobu 1 az 3 hodin pti teploté 32 az 37 °C a pfi pH 5 az
11,5, pti€emz se po prisludnych vodnich lazni pfidavaji alkalické lipazy E.C.3.1.3 s optimem
uCinku pti pH 9 az 11 v mnozstvi, odpovidajicim 100 az 10 000 LCA/kg kiiZe, mé&teno pfi
pH 9,5.

Uginnost je zvlasté vyjadiena v tom pipads, Ze se uvedené lipazy uziji v enzymatické kombinaci
EK spolu s neutrlnimi, popfipadé alkalickymi protedzami P, které odpovidaji ptisluinému
stupni zpracovéni. Jde s vyhodou o bé&zné uZivané proteazy k uvedenému Gcelu. LouZenim se
rozumi zndmy postup, pfi némz dochazi k nabobtnani povrchovych vrstev kiize a k uvolnéni,
poptipad€ odstranéni chlupi a pesikii za pisobeni alkalickych louzicich chemickych latek.
Postup je popsan na priklad v publikacich F. Stather, Gerbereichemie und Gerbereitechnologie,
str. 166-199, Akademie-Verlag 1967 a Ullmann’s Encyklopedia of Industria Chemistry 5. vyda-
ni, sv. Al15, str. 259-282, VCH 1990. Podle provedeni postupu miiZe byt luh sloZen z latek, které
pisobi uvolnéni chlupt, nebo latek, které dovoli zachovani chlupd. LouZeni se obvykle provadi
v oblasti pH 12 az 13, lazni je bud’ tak zvany ,hydroxylovy luh¥, obsahujici zejména hydroxid
vapenaty, hydroxid alkalického kovu, amoniak a poptipadé dalsi hydroxidy kovi alkalickych
zemin, nebo mize jit o tak zvany ,sulfidovy luh“, jehoZ zakladnimi slozkami jsou sirniky
alkalickych kovii nebo kovii alkalickych zemin, poptipadé ve smési s daldimi zasaditymi
slou¢eninami alkalickych kovli nebo kovii alkalickych zemin. Zpisob podle vynalezu navazuje
na znamé postupy, tak jak byly popsany napiiklad v Ulmann’s Encyclopedia of Industrial
Chemistry, 5. vydani, sv. 15A, str. 259-232, VCH (1990), Ullmann’s Enzyklop4die der Techn.
Chemie, 4. vydani, sv. 16, str. 119 az 120, Verlag Chemie 1978, 3. vydani, sv. 11 str. 609, Urban
a Schwarzenberg.

Luh miZe obsahovat 50 az 250, s vyhodou 50 az 150 % vody, vztaZeno na hmotnost zpraco-
vavané kize.
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LouZeni materialu trva obvykle 12 az 36 hodin, s vyhodou 16 aZ 20 hodin.

Pfi odvapnéni a mofeni, které se provadi vluharné po louZeni, dochazi k neutralizaci kuzi
a kozek a kjejich enzymatickému zpracovani. Kize a kozky se pfi tomto postupu nejprve
promyji a pak se déle zpracovavaji, s vyhodou pusobenim slabych kyselin, naptiklad orga-
nickych kyselin, jak kyseliny mlééné, mravenci, octové, méselné, propionové, nebo piisobenim
dikarboxylovych kyselin, a také se zbavuji vapniku pusobenim slabé kyselych anorganickych
slouenin, jako jsou hydrogensifi¢itan sodny, kyselina sulfoftalova, siran amonny, nebo také
kyselina uhli¢itd. Obecné je pfi odvapnéni materidli zapotiebi dbat toho, aby pfi kone&ném
zpracovani pred plsobenim enzymu v mofidle bylo dosazeno pfiznivého rozmezi pH. Pro
pankreatické enzymy leZi toto rozmezi mezi pH 7,5 az 8,2. Nasledujici mofeni slouzi
k odstranéni zbytki epidermis a zbytki chlupi a k dalsimu uvolnéni kize. Zpravidla se po uréité
dobé ptidavaji k enzymatickému motidlu zejména enzymu pankreatického komplexu. K enzy-
mim pankreatického komplexu je mozno priist také lipazy, jichz se vyuziva podle DE 37 04 46.
Utelnou teplotou pii mofeni je teplota v rozmezi 32 az 37 °C. Moteni obvykle trvd 1 az
3 hodiny.

Enzymatické smési s vyhodou obsahuji, zvlast¢ v pfipadé¢ enzymatickych kombinaci, jesté
sekvenéni ¢inidlo znamého typu pro zabranu tvorby vapenatych mydel.

Mimoto se ukazalo, Ze je vhodné pridat také emulgalni ¢inidla ES, aby bylo dosazeno zvlasté
dobré emulgace tukli. Mnozstvi pouzité lazné¢ odpovida mnoZstvi, které bylo uvedeno pro
louzeni.

Alkalické lipazy AL

V souladu s béznymi definicemi enzymi jde u lipdz, uzivanych v prib&hu zpusobu podle
vynélezu, o esterazy, které hydrolyzuji glycerolestery nasycenych alifatickych kyselin ve vodném
prostiedi E.C.3.1.1.3. Ke $tépeni triglyceridii s vyhodou dochézi v poloze 1,3. Na rozdil od lipaz,
pouzivanych pfi znamych postupech, které maji rozmezi optimalni G¢innosti pti pH 6 az 9, maji
lipazy, pouzité pii provadéni zplisobu podle vynélezu, rozmezi optimalniho uginku, naptiklad
v pfipadé Stépeni olivového oleje nebo tributyrinu, v rozmezi pH 9 az 11. Alkalické lipazy tohoto
typu byly vyvinuty specidlné pro primysl mycich prostfedkd. Jde o enzymy mikrobialniho
pavodu. Potencidlnimi zdroji pro tyto, popfipad€ geneticky pozménéné kmeny mikroorganismi,
schopné produkovat uvedené lipazy, jsou zejména houby a bakterie. Né&které alkalické lipazy
jsou napfiklad produkovany kmeny Pseudomonas. Déle padaji v ivahu éeledi Rhizopus, Candida
a Chromobacterium jako celedi, vhodné pro produkci lipazy tohoto typu. Dal$imi ddlezitymi
producenty lipazy jsou ¢eledi Geotrichium, Aspergillus, Mucor, Penicillium, Corynebacterium,
Propionibacterium a Achromobacter. Zvlasté je mozno uvést Rhizopus arrhizus a Rh. oryzae,
Candida cylindracea, Chromobacterium viscosum, Geotrichium candidum, Mucor miehi, Mucor
pusillus, Penicillium roqueforti a P. cyclopium, Cyronebacterium acne, Propionibacterium
shermanii, Achromobacter lipolyticum, Aspergillus niger a zvlasté Aspergillus oryzea. Zvlasté
vhodné jsou také nékteré geneticky pozménéné kmeny, napfiklad rekombinaci ziskany kmen
Aspergillus oryzae produkuje alkalickou lipazu s vyjadfenym optimem uéinku v rozmezi pH 9 az
11. Dale je mozno uvést lipazu, bézné dodavanou pod nazvem FLipolase TM 30 T (Novo
Industri A/S, DK 2880 Bagsvaerd, Dansko).

Utinnost lipaz se obvykle hodnoti na olivovém oleji jako na substrétu, k uréeni se rovn&z uzivd
triacetin a tributyrin, postupy jsou popsany v publikacich M. Sémériva a dal$i, Biochemistry 10,
2143, 1971, Pharmaceutical Enzymes, ed. R. Ruyssen a A. Lauwers 1978, FIP.

V piipadé€, Ze se ucinnost na Stépeni tukd vyjadii v kilojednotkach lipazy KLCA, pracuje se za
standardnich podminek pfi teploté 40 °C pfi pH 5,5 pfi pouziti tributyrinu jako substratu, tak, jak
je uvedeno ve svrchu uvedené publikaci M. Sémériva a dalSich.
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Pro uely vynalezu se Gi¢innost lipdzy udava v jednotkach LCA, které jsou vSak meéfeny pfi pH
9,5. Pii provadéni zplisobu podle vynalezu se postupuje tak, ze se pfi pH 9,5 v lazni zajisti
ucéinnost lipazy v rozmezi 100 az 10 000, s vyhodou 2000 az 4000 LCA na 1 kg zpracovavané
kize.

Proteolytické enzymy P

Pouziti proteaz v luzich o pH vrozmezi 9 az 13 pfi dosazeni dostateCného proteolytického
G¢inku je znamé. Jde o neutrdlni proteazy E.C.3.4.24, a zejména o alkalické protedzy E.C.3.4.21,
popsané naptiklad v publikacich Kirk-Othmer, 3. vyd.,, str. 199 az 202, J. Wiley 1990, Ullmann’s
Encycllpedia of Industrial Chemistry, sv. A9, str. 409 az 414, VCH 1987, L. Keay, Process
Biochemistry 17 az 21, 1971.

Tyto proteazy je mozno uvést jako:

- alkalické proteazy, jejichz optimum a¢inku lezi pfiblizn€ v rozmezi pH 8,5 az 13. K témto
enzymUm naleZzi alkalické bakterialni proteazy, vétSinou serinového typu, a alkalické proteazy
z hub. Predev3im je nutno uvést protedzy z riznych rodd Bacillus, naptiklad jednotlivych
kmend B. subtilis, B. licheniformis, B. firmus, B. alcalophilus, B. polymyxa, B. mesente-
ricus, dale mohou tyto proteazy produkovat nékteré kmeny celedi Streptomyces, napfiklad S.
alcalophilus. Vhodna pracovni teplota pfi pouziti bakterialnich alkalickych proteaz je obecné
v rozmezi 40 az 60 °C, v pfipadé proteaz z hub v rozmezi 20 az 40 °C. Z alkalickych proteaz,
produkovanych houbami, je mozno uvést napifiklad enzymy z Aspergillus, napfiklad A.
oryzae, z riznych kmeni Penicillium, jako P. cyanofulvum, nebo z Paecilomyces persicinus.
Utinnost alkalickych proteaz z hub je optimalni prevazné v rozmezi pH 8,0 az 11,0. Je mozno
zpravidla vychazet z pouziti enzymatické Gcinnosti v rozmezi 8000 az 10 000 Lohlein-
Volhardovych jednotek LVE na 1 g enzymu.

- Neutrédlni proteazy s optimem uU¢innosti v rozmezi pH 6,0 az 9,0. Je nutno uvést piedeviim
neutralni bakteridlni protedzy, které zpravidla néalezi k metaloenzymim, a proteazy z hub,
napiiklad neutrdlni protedzy z riznych kmeni Bacillus, jako B. subtilis, B. natto a B. poly-
myxa, protedzy zriznych kmeni Pseudomonas nebo Streptomyces a také z Aspergillus,
napiiklad A. oryzae, A. parasiticus a Penicillium glaucum. Neutralni protedzy z bakterii
vyvijeji svoji u€innost optimalné pfi pracovni teploté v rozmezi 20 az 50 °C, kdezto ptizniva
pracovni teplota pro neutralni protedzy z hub lezi v rozmezi 35 az 40 °C.

Proteolytickd uc¢innost téchto enzymi se stanovi obvykle podle Anson-hemoglobinové metody
podle publikace M. L. Anson, J. Gen. Physiol,, 22, 79, 1939, nebo také podle Lohlein-
Volhardova jednotka LVE za standardnich podminek, to znamena ptlisobeni 1 hodina pfi teploté
37 °C, odpovida tomu mnozstvi enzymu, ktery vyvola ve 20 ml filtratu kaseinu vzestup produktu
hydrolyzy, ktery odpovida ekvivalentu 5,75 x 10° ml 0,1 N hydroxidu sodného. Uginnost
proteazy je obvykle 1000 az 60 000 LVEP/kg, s vyhodou 2000 az 14 000 LFE/1 kg kize.

Podle u€innosti se uziva pti provadéni zplisobu podle vynédlezu mnozstvi proteazy v rozmezi 0,05
az 0,8, s vyhodou 0,1 az 0,25 % hmotnostnich, vztazeno na hmotnost vychozi kiize nebo kozky.

Ze (syntetickych) povrchoveé aktivnich latek je mozno pouzit naptiklad bézné emulgatory, zviasté
ty, které se obvykle uzivaji k emulgaci tuku ve vodé, tak jak jsou uvedeny napfiiklad
v GB 586 540, DE 894 142, FR 899 983 a FR 918 523. V prvni fad€ jsou vhodné neionogenni
emulgatory, které je mozno volit napfiklad z nasledujicich skupin:
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L. Polyglykolové derivaty (v zavorce jsou uvedeny pouzitelné bézne dodavané produkty)

a)
b)

c)
d)

polyglykoly nasycenych alifatickych kyselin

polyglykolethery alifatickych alkohold
polyglykolethery alkylfenolt

ethanolamidopolyglykolethery alifatickych

kyselin

II. Derivaty glycerolu

a)
b)

monoglyceridy alifatickych kyselin
polyglycerolestery alifatickych kyselin

(EMULPHORY)

(DEHYDORY)

(EMULGIN 2868, FLUIDOL W 100F,
MARLOPHEN, IGEPALY)

(C?, FORYL KW®, EMULGIN)

(TEGOMOLSY)

Déle je mozno pouzit aniontové emulgatory, naptiklad nasledujicich typa:

III. Sulfaty vzorce R—-OSO;Na

a)

b)
c)
d)

primarni a sekundarni sulfaty alifatickych

alkoholu

ethersulfaty alifatickych alkohold
monoglyceridsulfaty

sulfataéni produkty nenasycenych oleji a

alifatickych kyselin

IV. Sulfonaty vzorce R—SO;Na

a)

b)
<)
d)
e)

f)

alkylbenzensulfonaty
(ABS, TPS)
alkylsulfonat

kondenzaéni produkty alifatickych kyselin

sulfonované derivaty nafty

sulfata¢ni produkty nenasycenych alifatickych

oleji a alifatickych kyselin

alkylbenzensulfonaty s kratkym fetézcem,
napfiklad kumely, toluoly nebo xylenoly.

(EPPOL DL conc.}, PERAMIN MLR,
TEEPOL®)

(TEXAPON Q%)

(VEL®)

(LEDEROLINOR DKMSF)

(MARLOPON®, MARLON®)
(MERSOLAT®)
(IGEPONAR, IGEPONTR)
(obsazeny v GRASSAN BY)

(CUTISAN BS®)

Méné vhodné jsou kationtové emulgétory, napfiklad nasledujicich typut:

V. Soli s aminy vzorce RNR;, R,Hx (SAPAMIN®, SOROMIN®)

VI. Kvarterni amoniové soli R, (REPELLANTY)

a)
b)

V téchto zbytcich znamena R alkylovy zbytek o 8 az 24 atomech uhliku, zbytky R;, R, a R;

|
RN'R;X’

R,
amoniové soli

pyridiniové soli.

znamenaji alkylové zbytky az o 6 atomech uhliku.
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Emulgatory, pouZitelné pfi provadéni zplisobu podle vynélezu, maji hodnotu HLB (emulze olej
ve vode€) v rozmezi 8 az 18, s vyhodou 9 az 15 a zvIasté 12 az 15, jak bylo popsano naptiklad
v Ullmanns Encyklopiidie der Techn. Chemie, 4. vyd., sv. 19. S vyhodou je mozno pouzit také
kombinaci emulgétorli, zejména neiontovych a aniontovych emulgatord. ZvIasté je nutno
s zminit o kombinacich emulgatort ES nasledujicich typd, EO = stuperi ethoxylace.

X % ethoxylatu alifactického alkoholu o 11 az 13 atomech uhliku s hodnotou EO 6 az 10,
s vyhodou 8 a7 9,

y % sodné soli sulfonatu nasyceného uhlovodiku o 15 aZ 17 atomech uhliku,

z % ethoxylatu alifatického alkoholu o 16 az 18 atomech uhliku s 5 aZz 7 mol kvarternizovaného
ethylenoxidu, do 100 % voda,

pfiemz x =10 az 50 % hmotnostnich
y =10 az 50 % hmotnostnich
z= 1 az 10 % hmotnostnich.

Obsah emulgatoru v lazni se pohybuje v zavislosti na pouZitém typu emulgatoru zpravidla
vrozmezi 0,1 az 1 % hmotnostni, v zavislosti na Cerstvé hmotnosti kiiZze nebo kozky nebo na
hmotnosti kiize nebo kozky v soli. Je dulezité, Ze p¥i pouziti téchto kombinaci nedochazi k tvorbg
srazenin, které je jinak nutno ofekavat. Dale mohou floty obsahovat znama sekvestraéni &inidla.
SekvestraCni Cinidlo se voli ze skupiny polyfosfatd, fosfonatd, polykarboxylatd, kyseliny
ethylendiamintetraoctové EDTA, kyseliny nitriltrioctové, kyseliny diethylentriaminpentaoctové.
Obsah sekvencnich ¢inidel v lazni se miZze pohybovat v rozmezi 0 az 0,5, s vyhodou 0,05 az
0,15 % hmotnostniho, jak je uvedeno v publikaci Kirk-Othmer, Encyclopedia of Chemical
Technology, 3. vyd. sv. 5, str. 344 az 345, J. Wiley 1979.

Pfi provadéni zplisobu podle vynélezu je mozno postupovat nasledujicim zpaisobem:

Pouzité lipazy odpovidaji svrchu uvedenému vymezeni, totéz plati o proteazach.

Louzeni

U zmék&enych koZi nebo koZek se na polatku postupu pfidavaji kombinace enzymii nebo

enzymy jako takové k odstranéni chlupt. Jako vyhodné se ukazala zejména enzymatické kombi-
nace EK s nasledujicim sloZzenim:

100 - 1000 KLVE alkalické proteazy z bakterii, napfiklad z Bac. subtilis, nebo
Bac. licheniformis,

0,1 -5 % hmot. lipaza s u¢innosti 5000 LU/mg,

1,0 - 20 % hmot. tripolyfosfat sodny,

do 100 % hmot. siran sodny.

Celkové mnozstvi této smési se pohybuje obvykle v rozmezi 0,05 az 1 % hmotnostni, vzta’eno
na Cerstvou hmotnost kiize, nebo na jeji hmotnost v soli.

Mnozstvi pouzité floty je 150 + 50 %, teplota se pohybuje s vyhodou piiblizn& okolo 28 °C.
Luhy s obsahem siry obsahuji pomé&mé mensi podil chemickych latek, obvykle 0,6 % hmot-
nostniho 72% hydrogensulfidu sodného a ptiblizng 0,2 % hmotnostniho 60% sulfidu sodného
a mimoto pfiblizné 0,5 % hmotnostniho hydratu oxidu vapenatého, vztazeno na kazi pti pH 12,8.
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Za t&chto podminek se kiize zpracovava 1,5 hodiny a pak se pfiddva enzym, zvlasté¢ kombinace
enzymi EK-II, zpravidla v podilu pfiblizné¢ 0,3 % hmotnostnich, s vyhodou sou¢asné se stejnym
mnozstvim hydroxidu vapenatého, a pak se kize kratkou dobu ponechavaji v této lazni za stalého
pohybovani kiizemi a pak se kiize v téze lazni ponechaji jest€ 16 hodin za obasného promichéni
lazné.

Po vypusténi 1azné a po promyti, s vyhodou pfi pouZiti piiblizné 150 % vody pfi teploté 28 °C,
se ziskaji holiny s velmi dobrou kvalitou. Velmi dobra je napfiklad hladkost a Cistota takto
zpracovanych holin.

Pfi louzeni, pfi némZ mé byt srst zachovana, se kiize nebo kozky zmék¢i obvyklym zpisobem.
Bylo prokéazano, Ze kuze a kozky, které byly predbézné zpracovavéany 4 az 20 hodin plisobenim
alkalické protedzy o pH 8 az 11 a pak byly zpracovany pfi téZze hodnoté pH 2 az 6 hodin
pGsobenim alkalické lipdzy vtéze nebo v Cerstvé lazni, jsou zvlast€ dobie pfipraveny pro
nasledujici proteolytické odstranéni srsti. S vyhodou se po zmé&k&eni zafazuje stupeii, pfi némz se
v souladu s obsahem DE 38 02 640 uzije hydroxid vapenaty spolu s organickymi thioslouce-
ninami a aminy v ptiblizné 80 % vody pti pH 12. Pak se provadi stupen, pfi némz se uvolni srst.
Pii pouziti enzymatické kombinace EK-II podle vynalezu je moZno vystaCit se snizenym
mnozZstvim sulfidu, napfiklad 0,4 % hmotnostniho hydrogensulfidu sodného o koncentraci 72 %,
vztazeno na hmotnost kiize. Po pomérné kratké dobé€, naptiklad ptiblizn€ za dveé hodiny, je kize
zcela zbavena ochlupeni. Pak se s vyhodou prida jesté 70 % hmotnostnich vody spolecné se 2 %
hmotnostnimi hydroxidu vapenatého a piiblizné 0,3 % hmotnostniho 50% hydroxidu sodného
a postup se necha probihat po dobu pfiblizné 14 hodin pfi teploté¢ 28 °C za kratkodobého
promichani v urditych Casovych intervalech. Pak se lazen vypusti a dal$i zpracovani probiha
obvyklym zpisobem. Po louZeni mize nasledovat odstranéni zbytki svaloviny a Stépeni kize.

Mofeni

Material, pfipraveny obvyklym zplsobem, naptiklad holiny, zbavené zbytkl svaloviny po Stépe-
ni, se zpravidla nejprve béznym zpisobem promyji a odvapni. Obvykle stali pfidani pfiblizné
2 % hmotnostnich ¢&inidla pro odvapnéni, vztazeno na hmotnost kiize, k lazni s objemem
ptiblizné 50 % pii teploté 30 °C, naptiklad ve formé né€které ze svrchu uvedenych kyselin, jako
kyseliny uhli¢ité nebo n&které dikarboxylové kyseliny v kombinaci s amonnymi solemi, ptisady
se s vyhodou pfidavaji ve dvou podilech po 1 % hmotnostnim a nechaji se u¢inkovat vzdy 10 az
20 minut, ¢imz dojde k poklesu pH piiblizné na 8,5. Pro mofici 1dzné plati, ze se pfidava jesté
totéz mnozstvi vody, s vyhodou s teplotou 35 °C, a enzymy se pfidavaji s vyhodou ve formé
enzymatické kombinace EK.

Zpravidla se uziji enzymatické kombinace EK s nasledujicim typickym slozenim:

50 az 1000 KLVE pankreaticky komplex enzymd,

0,5 az 5 % hmotnostnich alkalicka lipaza s 4¢innosti 5000 LU/mg,
1,0 az 30 % hmotnostnich tripolyfosfat sodny,

do 100 % hmotnostnich siran sodny nebo amonny.

Smés podle vynalezu se pouZije po odvapnéni a necha se plsobit pfi teploté 30 az 35 °C po dobu
20 az 120 minut. Pouzije se 0,5 az 2 % této smési, vztaZzeno na hmotnost zpracovavané holiny.

S vyhodou se holina zpracovava jednu hodinu pfi teplot€ 33 °C za pohybovani kazi, pfi pH
v rozmezi 8 az 8,5, s vyhodou 7,9. Pak se flota vypusti a holiny se promyji pfi pouZiti pfiblizné
200 % vody pfi teploté 22 °C za pohybovani kiizemi. Pak je mozno kiize béznym zplsobem
zpracovavat piklovanim a chromo¢inénim.
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Vyhody zpisobu podle vynalezu

Zpusob podle vynilezu je zaloZen na pozorovéni, Ze je mozno s vyhodou pouZit enzymatické
preparaty, které obsahuji jednu nebo v&ti pocet lipdz, jejichz optimum ucinku podle (daju
vyrobce lezi v oblasti pH 10 aZ 11, a to jak v luhu o pH pfiblizné 13, tak v mofidle o pH 7 az 9.
Zvlasté dobrého G¢inku je moZno dosahnout pfi kombinaci uvedenych lipadz s odpovidajicimi
neutralnimi a alkalickymi protedzami. Dosahnout je mozno zejména nasledujicich vyhod:

- zlep$eného uvoln&ni pigmentového zakladu,

- zlepSeného odstranéni tuku z holin,

- niz&iho vyskytu zirnych vrasek a mensiho staZeni lice vysledné usng,

- moznosti provést odchlupeni za podminek, pfi nichz se pouzije postupu s malym mnozstvim
sulfidu, nebo zcela bez pouziti sulfidu.

PFi pouziti alkalickych lipaz v mofidle, jehoz pH je v oblasti 7 az 9, s vyhodou v kombinaci
s pankreatickymi enzymy, je moZno pozorovat pfedevsim zlepSené uvolnéni kize od jejiho pod-
kladu a men3i vyskyt $piny na kizi.

Praktické provedeni zplisobu podle vynalezu bude osvétleno nasledujicimi piiklady, které v3ak

nemaji slouzit k omezeni rozsahu vynalezu.

Piiklady provedeni vynalezu

Pouziti prostredky:

Prostiedek EK-I: mofidlo s obsahem lipaz,

100 KLVE komplex pankreatickych enzym,

1 % hmot. alkalicka lipaza, (Lipolase® 100 T NOVO), 5000 LU/mg,

15 % hmot. tripolyfosfat sodny,
20 % hmot. siran sodny,

do 100 % hmot. siran amonny.

Prosttedek EK-II: pomocny luh s obsahem lipazy,

500 KLVE bakterialni alkalicka proteaza z Bacillus substilis,
2 % hmot. alkalick4 lipaza (Lipolase® 100 T),

do 100 % hmot. siran sodny.

Cinidlo pro odvéapnéni:
na bazi siranu amonného a dikarboxylovych kyselin:

emulgator-kombinace ES:

15 % hmot. ethoxylat alifatického alkoholu o 13 atomech uhliku s 8 mol
ethylenoxidu,
15 % hmot. sodna sul sulfonatu nasyceného uhlovodiku o 15 atomech uhliku,
6 % hmot. ethoxylat alifatického aminu o 16 az 18 atomech uhliku
s 8 mol ethylenoxidu, kvarternizovany,
do 100 % hmot. voda.

Pokus 1: Vyroba mé&kkého materialu pro svrsky bot, mofeni

Materil: Rozstépeni holiny skotu s tloustkou 2,5 mm (udaje jsou vztazeny na hmotnost holiny)
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Vychozi material: 100 kg surové kize.

Promyti:
200 % voda, 30 °C, 10 minut pohybovani kizi - interval, flota se vypusti,
odvapnéni:
50 % voda, 30 °C,
1% ¢inidlo pro odvéapnéni, vzdy po 10 minutach pohyb kizi,
+1 % ¢inidlo pro odvapnéni, pohyb kizi v intervalech 20 minut,
K =pH 8,5, bez barvy.
Motidlo:
+50 % voda, 35 °C,
1% produkt EK-],
pohyb kiizi v intervalech 60 minut, flota se vypusti.
Promyti:
200 % voda, 22 °C, pohyb kiizi v intervalu 10 minut, flota se vypusti.

Piklovani a chromo¢inéni:  tyto postupy se provadéji béznym zpiisobem.

Analytické udaje:
obsah tuku ve floté 0,6 g/l,
obsah tuku v holiné 0,25 % hmot., vztaZzeno na susinu.

Pro srovnani byl proveden obdobny pokus, avSak bez pouziti lipazy. V tomto pfipadé bylo
dosazeno nasledujicich analytickych vysledki:

obsah tuku ve floté: 0,4 g/1,
obsah tuku v holiné: 0,4 % hmot., vztaZeno na susinu.

Pokus 2: Zpiisob vyroby materidlu, vhodného pro vyrobu odévil z ovéi kiize.
(Udaje jsou vztazeny na hmotnost holiny.)
Vychozi material:

100 kg nerozstépenych ov¢ich holin (Cinici nadoba).

Promyti:
200 % voda, 30 °C,
pohyb kize v intervalech 10 minut, flota se vypusti.
Odvapnéni:
50,0 % voda, 30 °C, pohyb kuzi,
1,4 % ¢inidlo pro odvapnéni, pohyb ktizi 20 minut, pH 8,6.
Moftidlo:
+50,0 % voda, 35 °C,
0,3 % emulgator ES,
1,0 % produkt EK-I, 2 hodiny pohyb kizi, pH 8,5, teplota 32 °C,

flota se vypusti.
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Promyti:

200,0 % voda, 22 °C, 10 minut pohyb kizZi, flota se vypusti.
Piklovéni a €inéni: tyto postupy se provadéji obvyklym zplisobem.
Analytické Udaje:

Obsah tuku ve floté 9,8 g/l,
obsah tuku v holiné 3,5 % hmot., vztaZzeno na susinu.

Pro srovnani byl tyZz vychozi produkt zpracovavan stejnym zplsobem, aviak bez pouziti

alkalické lipazy, s nasledujicim vysledkem:

Obsah tuku ve floté: 6,1 g/l
obsah tuku v holinég: 4,9 % hmot., vztaZeno na suSinu.

Pokus 3: Vyroba materidlu pro vyrobu o3aceni z veptové kiize (moftidlo)

Material: veprové holiny, §t€pené na 2,0 mm
¢inéni, Gdaje jsou uvedeny v hodnotéch, vztaZenych na hmotnost holin.

Promyti:

200 % voda, 30 °C, 10 minut pohyb kazi, flota se vypusti.
Odvapnéni:

50 % voda, 30 °C,

2% ¢inidlo pro odvapnéni, 30 minut pohyb kiizi, flota o pH 8,6.
Motidlo:
+100,0 % voda, 35 °C,

0.3 % kombinace emulgatora ES,

1,0 % prostredek EK-I, 90 minut pohyb kizi, pH = 8,3, teplota 33 °C.
Promyti:

200 % voda, 22 °C, 10 minut pohyb kazi, flota se vypusti.

Piklovani a chromocinéni: ~ oba tyto postupy se provadéji obvyklym zpiisobem.

Analytické Gdaje:
Obsah tuku ve floté 13,1 g/l,
obsah tuku v holiné 7,1 % vztaZeno na su$inu.

Pro srovnani byl proveden jesté¢ pokus, pfi némz byl tyZz vychozi material zpracovévén stejnym

zpiisobem, avsak bez pouziti alkalické lipazy s nasledujicim vysledkem:

obsah tuku ve floté 10,2 g/l,
obsah tuku v holiné 8,9 %, vztazeno na susinu.

-10-
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Pokus 4: Enzymatické odstranéni srsti z ov€ich kozek.

Material:
200,0 % voda, 28 °C,
0,1 % neiontovy emulgator na bazi alifatického alkoholu o 13 atomech

uhliku s 8 mol ethylenoxidu, 20 minut pohyb kuzi, 30 minut bez
pohybu, 20 minut pohyb kuzi, flota se vypusti.

Hlavni mékeici lazeii:
200,0 % voda, 26 °C
0,2 % enzymatické zmek&ovadlo na bazi proteolytickych enzymi
z Bacillus licheniformis, 4000 LVE/g,

0,7 % uhli¢itan sodny, pH 9 az 10, 260 minut pohyb kuzi,
flota se vypusti.

Odstranéni srsti:

200,0 % voda, 32 °C,
0,005 % alkalicka lipaza, 5000 LU/mg,
0,6-1,1 % uhli¢itan sodny, pH 8 az 10,
3 aZ 4 hodiny pohyb kuzi,
+2,0 % proteolyticky enzym k odstranéni srsti z Aspergillus parasiticus,

4000 LVE/g, 60 minut pohyb kiizi, pak je$té 16 az 24 hodin pohyb
kizi 1 min/hod. pH = 9,1, teplota 28 °C, flota se vypusti, srst se

odstrani.
Promyti:
200 % voda, 26 °C, 10 minut pohyb kazi,
flota se vypusti,
Stépeni kuze: provadi se béznym zplsobem pii pouziti hydroxidu vépenatého
po dobu 4 az 8 hodin.

Pokus 5: LouZeni kizi skotu, 30 az 39 kg (chudé na sulfid) pro vyrobu materidld pro
néabytkarstvi.

Cinéni:

Léazen pro predbézné mékéeni:

150 % voda, 26 °C, 30 minut pohyb kizi, 30 minut klid, flota se vypusti.
Mekdeeni:
150,0 % voda, 26 °C,
0,3% neionogenni tenzid,
0,25 % proteolyticky enzymaticky produkt z Bac. subtilis, 4400 LVE/g,
33% hydroxid sodny, pH 9,5, a 10, 6 hodin pohyb kiZi,
flota se vypusti.
Luh:
150,0 % voda, 28 °C,
0,6 % 72% hydrogensulfid sodny,
0,2% 60% sulfid sodny,
1,5% hydroxid vapenaty o pH 12,8, 90 minut pohyb kizi
+0,3 % prostfedek EK-II,

-11-
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hydroxid vapenaty, pohyb kiizi 30 minut a pak jesté 16 hodin

s pohybem kiize 2 min/hod, flota se vypusti.

voda, 28 °C, 10 minut pohyb kuzi, flota se vypusti.

Takto zpracované holiny jsou velmi hladké a diikladng& vy&isténé.

Pokus 6: Louzeni hovézich kizi, 30 az 39 kg pro nabytkafsky primysl.

Cinéni:

PredbéZzné mékeeni:
150,0
0,1 %

Meékd&eni:
150,0 %
0,2 %
0,25 %

Imunizace:
80,0 %
1,5 %

1,2%
+0,6 %
0,3 %
+70,0 %
2,0 %
0,3 %

voda, 26 °C,
neionogenni tenzid na bazi ethoxylatu tuku z loje, 2 hodiny,
vzdy 30 minut klid, 30 minut pohyb kizi,

voda, 28 °C,

neionogenni tenzid na bazi ethoxylatu alifatického alkoholu,
proteolyticky enzymaticky produkt z Bacillus substilis,
4400 LVE/g, 33% hydroxid sodny do pH 9,5 az 10,

5 hodin pohyb kuzi, flota se vypusti.

voda, 28 °C,

pomocné Cinidlo pro louZeni na bazi alkanolaminu a
organickych thiosloudenin,

hydroxid vapenaty, 60 min pohyb kuizi,

hydrogensulfid sodny, 72%,

prostfedek EK-II, po 2 hodinéch jsou kiize zbaveny ochlupeni,
voda, 28 °C,

hydroxid vapenaty,

50% hydroxid sodny, 14 hodin, pohyb kiZi 2 min/h,

flota se vypusti,

dal3i zpracovani se provadi obvyklym zptisobem.

Zpracovani zpiisobem podle vynélezu pti pouziti uvedenych enzymatickych produkti dovoluje
vynechat nasledné louzeni. Stépeni kiize a celé jeji zpracovani je po 16 az 18 hodinach

optimalni.

-12-
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob vyroby holin, pfipravenych k vy€inéni, z kizi a koZek pfi pouziti proteolytickych
a lipolytickych enzymii, vyznacujici se tim, Ze se kiZe po rehydrataci a mék&eni
proteolytickymi enzymy podrobi louZeni po dobu 2 az 6 hodin pti pH 11,5 az 14, s vyhodou pti
teploté 28 °C, a pak mofeni po dobu 1 az 3 hodin pfi teploté 32 az 37°C a pfi pH 5 az 11,5
pfi€emz se do pfisluSnych vodnich lazni pridavaji alkalické lipazy E.C.3.1.3 s optimem {éinku
pfi pH 9 az 11 v mnoZstvi, odpovidajicim 100 az 10 000 LCA/1 kg kiZe, mé&feno pti pH 9,5.

2. Zplsob podle néroku 1, vyznacujici se tim, Zze se alkalické lipazy uZiji souas-
né s alkalickymi proteazami E.C.3.4.21 nebo neutralnimi protedzami E.C.3.4.24.

3. Zpisob podle narokd 1 a 2, vyznacujici se tim, Ze se jako protedzy uziji
protedzy pankreatického komplexu.

4. Zpusob podle néroklt 1 az3, vyznac€ujici se tim, Zeseenzymy pouZiji spole¢né
s béznymi povrchové aktivnimi latkami.

S. Zpusob podle narokii 1 az4, vyznadujici se tim, Ze se louzeni provadi pti pH
12 a7 13,5.

6. Zplsob podle naroklt 1 az5, vyznacujici se tim, Zese moteni provadi pfi pH 8
az 9.

7. Zplsob podle narokii 1 az6, vyznacdujici se tim, Ze seenzymy pouZiji spolené
s béznymi sekvestraénimi &inidly.

8. Zpiisob podle ndroku 1, vyznacujici se tim, Ze seke zpracovani pouzije 50 az
250 % floty.

9. Zplsob podle naroku 8, vyznadujici se tim, Ze se ke zpracovani uzije 150
+ 50 % floty.

Konec dokumentu
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