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Spdsob imobilizacie enzymov je charakterizovany
krokmi, ktoré zahfiiaju: a) vyber amfifilného enzymu
na imobilizéciu, b) pripravu emulzie obsahujicej kon-
tinualnu hydrofébnu bizu a dispergovani vodnu fézu,
v ktorej su rozpustné enzym a vhodn4 l4tka, ktora sluzi
ako nosi¢ enzymu a c) odstranenie vody z vodnej fazy,
aZ kym sa tato fAza zmeni na &astice v tuhej faze obale-
né enzymom. Vodna faza sa pripravuje zo surovej fer-
mentagnej tekutiny lipazy, z ktorej sa odstranila bioma-
sa a ktora ete obsahuje fermentatné zvylky, ktoré
vhodne pdsobia ako nosi¢. Vyrobné spdsoby, ktoré vy-
uZivaji imobilizované enzymy zahfiiaju napr.: intere-
sterifikéciu, deacidifikaciu a odstranenie Zivice z trigly-
ceridovych olejov a maji vel'mi mala spotrebu enzymu.
Okrem lipéz su vhodnymi amififilnymi enzymami fos-
folipazy.
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Spésob imobilizacie enzymov

Oblast techniky

Predkladany vynalez sa tyka spOsobu imobilizacie enzy-
mov a pouzitia imobilizovanych enzymov pri katalyzovani vy-

roby triglyceridovych tukov.

Doterajs$i stav techniky

Enzymy sa v priemyselnom meradle pouzivaju ako kataly-
zdtory pri vyrobe réznych surovin. Tieto vyroby si c¢asto ce-
novo efektivne iba vtedy, ak je mozZné opakované viacnidsobné
pouzitie tychto enzymov. Z dévodov recirkulacie je potrebné
separovat tieto enzymy z vyrobnej tekutiny. Toto je mozZné
v pripade, ked si enzymy pripojené na nosi¢, ktory mozZno
filtrovat alebo centrifugovat.

D6lezita skupina priemyselnych enzymov je amfifilnej
povahy. Do tejto skupiny enzymov patria lipazy a fosfolipa-
zy, ktoré su charakterizované pritomnostou hydrofilnej c&as-
ti, ako aj hydrofdbnej casti v molekule. Takéto enzymy budu
po dispergovani v emulzii migrovat a nahromadia sa na roz-
hrani vodnej a olejovej fazy. Hydrofdbna Cast enzymu sa us-
poriada do hydrofébnej fazy a hydrofilnd cast do vodnej fa-
zZy.

Vyndlez bude opisany pomocou lipazy, éko prikladu amfi-
filného enzymu. Dals$im priemyselne doélezitym amfifilnym en-
zymom je fosfolipdza, u ktorej si zname rbézne typy a, ktora
sa pouziva pri hydrolyze fosfbiipidov na lyzofosfblipidy.
Priemyselnym pouzitim je odglejovanie triglyceridovych ole-
jov, ¢o je opisané napriklad v EP 513 709.

Lipazy sa pouzivaju z dbévodu ich schopnosti modifikovat
Struktiru a zlozenie triglyceridovych olejov a tukov. Kata-
lyzuju roézne typy konverzie triglyceridov, akymi si.hydroly-
za, esterifikacia a transesterifikéoia. Toto su rovnovazne

reakcie, ktoré v jednom smere maju za vysledok hydrolyzu
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triglyceridov na volné mastné kyseliny a glycerol, mono-gly-
ceridy alebo diglyceridy a v druhom smere je ich vysledkom
re-esterifikacia glycerolu, monoglyceridov a diglyceridov na
triglyceridy. Pre re-esterifikédciu je potrebné odstranit vo-
du v reak¢nom médiu, aby sa rovnovédha posunula v smere syn-
tézy triglyceridov.

Pouzitie lipazy v médiach, ktoré si v podstate bez vody
suvisi s velkym problémom, ktorym je solubilizicia lipazy na
olej. Z tohoto dévodu sa vyhodne pouzZije ta lipaza, ktora je
v bezvodom prostredi dc¢innéd a ktorid je imobilizovana.

V stcasnosti predstavuje hlavny spdsob vyroby lipéazy
mikrobiologicka fermentacia vhodnych mikroorganizmov, ktoré
za spravnych podmienok produkuju enzym. K roztoku
purifikovanej lipazy sa prid& nosi¢ a enzym sa nechd pripo-
jit na povrch nosic¢a. Takyto spdsob imobilizAcie mozZno
uviest ako priklad pri procese interesterifikacie, napriklad
v GB 2 159 527. Pripojenie enzymu na nosic¢ umoZrniuje jedno-
duchi separaciu ireverzibilne imobilizovaného enzymu zo
spracovacieho média pre dalsSie pouzitie.

Vo vSeobecnosti si pouzZivané noside pordzneho charak-
teru, tuhé, ale vzdy nerozpustné vo vode, pric¢om vZzdy pos-
kytuju velkd povrchovi plochu/jednotku objemu. Vyroba imobi-
lizovanych enzymov je opisand napriklad v EP 0 140 542, EP
0 382 767, VO 95/22606, EP 0 444 092 a VO 89/01032.

KedZe sucasné imobizac¢né technolégie pozaduju &isty en-
zym, je potrebné, aby surovy fermentaény bujén bol podrobeny
rozsiahlemu finan¢ne naroc¢nému purifikaénému postupu, &o
predstavuje nevyhodu sp;evédzajﬁcu suc¢asni vyrobu imobilizo-
vanych enzymafickych systémov. ‘ .

Okrem toho, z hladiska mnoZstva aktivnych éasti imobi-
lizovaného enzymu, ktoré sa naviazZu na nosiovi latku pred
vystavenim substratu, je aktivita zodpovedajuco nizka. U&in-
ky prenosu hmoty st vo zvylajnych pordéznych nosidoch tiez
limitujice pre aktivitu lipazy. ' |

Cielom predkladaného vynalezu je poskytnit postup imo-
bilizadcie enzymu, pri ktorom je mozné pouzit nepurifikovany

enzymaticky pripravok. Okrem toho je tiez cielom predklada-



ného vynalezu poskytnit vysoko aktivny, imobilizovanﬁ enzy-

movy pripravok, ktory je schopny regeneracie a reaktiviacie.

Podstata vynalezu

Vynalez poskytuje postﬁp imobilizécie enzymu, charakte-

rizovany krokmi, ktoré zahrnuju:

a) vyber amfifilného enzymu pre imobilizaciu,

b) pripravu emulzie obsahujucej kontinualnu hydrofdébnu bazu
a dispergovani vodni fazu, v ktorej sU rozpustné enzym
a vhodna latka, ktora sluzi ako nosic pre enzym, ked sa us-
kutoc¢nuje nasledovny krok,

c) odstranenie vody z vodnej fazy, az kym sa tato faza zmeni
na c¢astice v tuhej fadze obalené enzymom.

Vynalez dalej pbskytuje amfifilny enzym, je imibilizo-
vany pripojenim na tuhy nosi¢, ktory je rozpustny vo vodnej
faze. Vynalez +tieZ poskytuje postupy, pri ktorych sa enzym
vyuziva. ’ »

Pripravi sa vychodzia emulzia s vyhodne S az 10 %
hmotn. vodnej fézy. Vodna fédza by mala obsahovat amfifilny
enzym, ktory ma byt imobilizovany a dalej rozpustenu létku,
ktorda mbézZe poOsobit ako nosi¢, po tom, Co sa zmenila na tuhu
latku. Vodnou féazou je vyhodne fermentac¢nad tekutina, ktora
eSte obsahuje fermentadéné zvysSky. Takouto fermentacnou teku-
tinou je vyhodne tekutina, v ktorej sa vytvoril enzym. Al-
ternativne mozno ako vodni fazu pouzit roztok viac alebo me-
nej purifikovaného enzymu. Hlavnou vyhodou predkladaného vy-
nadlezu je, Ze sa nevyzaduje predchadzajuce ziskanie a puri-
fikacia enzymu z fermentaénej tekutiny:

Nosi¢ je rozpustny vo vode a je vybrany vyhodne zo sku-
piny pozostavajucej z cukrov, Skrobu, ako napriklad pSenicna
muka, dextran, derivaty celulézy rozpustné vo vode a fermen-
taédné zvys$ky. Ak nosi¢ nie je pritomny uz vo vodnej faze,
pridadva sa k vodnej fadze pred alebo po tom, ako bol disper-
govany do vodnej kontinudlnej fazy. Toto pridanie je ddélezi-
té, ak vodnad faza neobsahuje dostatok nosic¢a. Toto pridanie

moéze byt dopliujice k inym nosicovym léatkam, napriklad
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k fermentac¢nym zvyskom, ktoré uz su pritomné.

Nosic¢ova latka je vyhodne pritomnd v mnozstve 0,5 az
5 % hmotn., vyhodnejsie 1 az 2 % hmotn.. Solubilnost zname-
na, Zze nosicova latka, pri pouziti v uvedenych mnoZstvach,
sa uplne rozpu$ta do vodnej fazy.

Pod fermenta¢nymi zvyskami sa rozumeju vSetky latky,
ktoré sa este nachadzaju v supernatante: enzymova fermentac-
n4 tekutina po tom, ¢o latka nerozpustnd vo vode, vratane
biomasy, bola separovana, napriklad centrifugdciou. Volitel-
ne je tento supernatant koncentrovany, napriklad prepustanim
cez modul protiprudovej dutovlaknitej mikrotitracnej membra-
ny (zname ako umela oblic¢ka). Fermentac¢né zvySky zahrnujua
polysacharidy, 1latku bielkovinovej povahy, soli a cukry.
Tieto 1latky st rozpustné v roztoku fermentaCnej tekutiny,
ale separované ako tuhd, sypka latka, ked sa odstréni voda.

Faza s obsahom roztoku enzymu je dispergovana zvycajny-
mi emulzifikadnymi postupmi, ako jemné kvap6cky do hydrofdb-
nej fazy. Amfifilny enzym migruje a hromadi sa na povrchu
oboch faz. ‘

MoZzno pouzit akukolvek lipazu vhodnu na hydrolyzu alebo
reesterifikéaciu triglyceridov, ale vyhodna je lipaza ziskana
z fermentdcie Rhizomucor miehei, Humicola lanuginosa alebo
Rhizopus niveus. MnoZstvo pridanej enzymovej aktivity sa
prispdsobi konkrétnenu pripadu. VSeobecne je vhodnd aktivita
lipazy 165 LU/g oleja.

Hydrofébnou fazou emulzie méze byt akakolvek tekutina
pouzivana pri technolégii potravin, v ktorej mdéZe byt vodna
fdza dispergovanad. Méze to byt napriklad hexan alebo vyhodne
jed1§ triglycéridovy olej; V pripade poﬁiitia triglycerido-
vého oleja, je vyhodne vybrany taky olej, ktory je v podsta-
te bez fosfolipidov, inak by mohli fosfolipidy nezZiadico in-
terferovat s tvorbou c¢astic obalenych enzymami. Vyhodne
triglycerid neobsahuje viac ako 100 ppm hydratabilnych fos-
folipidov.

Na odstrianenie vody =z emulzie su dostupné Standardné
techniky, vratane pridania molekulovych sit a prevedenim du-

sika cez emulziu, sa su$enie najlepSie uskutocdriuje postupnym



odparovanim vody, vyhodne =za pouZitia vékua 1.10%2 az
100.102 Pa (1 a2 100 mbarov), vyhodne 3.102 az 25.102 Pa (1
az 25 mbarov) alebo kombindciou tychto moznosti.

Odstranenim vody z dispergovanej vodnej fazy sa kvapOc-
ky zmr$tuji a vysychaji. V prvom kroku bude rozpustenia nosi-
&ova latka, napriklad fermentacné zvySky, separovana ako tu-
ha sypka latka a na koniec sa enzym nahromadeny na rozhrani
ulozi a prilne k tuhej sypkej latke. Takto sa vysuSenim dis-
'perznej fazy dosiahne in-situ imobilizovany enzymovy pripra-
vok, ktory sa dalej od predtym pouzitych sp6sobov imobilizé-
cie odlisuje tym, Ze enzym nie je ireverzibilne naviazany na
nosi¢. Enzym moZno pouzit alebo bezprostredne po imobiliza-
cii, za predpokladu, Ze je pritomny jeho substrat alebo bude
pridany k hydrofdébnej féaze alebo mozZno enzym odseparovat
a uchovat pre budice pouzitie.

Ked%g hydrofébna ¢ast enzymu s aktivnym miestom ostava
podas odstrafovania vody orientovand v smere opacnom VvOCi
povrchu nosiéa, v kone¢nom imobilizovanom enzyme sa nachadza
maximalny pocet aktivnych miest enzymu z hladiska katalyza-
cie.

V zavislosti od mnozZstva enzymu vo vodnej faze budu tu-
hé &astice Uplne alebo ¢iastocne obalené enzymom.

Vyhodne hydrofébna faza obsahuje alebo pozostava z lat-
ky, ktorda ma byt vyrobend a - pre lipazy a fosfolipazy- je
vybrana zo skupiny obsahujucej triglyceridy, diglyceridy,
monoglyceridy, glycerol, fosfolipidy a mastné kyseliny.

Akonahle sa vytvori emulzia v/o obsahujica lipazu, ak
st pritomné glyceridové milekuly, zacinaju byt hydrolyzované
na mastné kyseliny a diglyceridy, monoglyceridy a glycerol.
Hydrolyza, vyhodne v mie3acej nadobe, pokracuje az dovtedy,
ked dosiahne zvoleny stuperi. Hned ako sa v dalSom kroku re-
akcie z vyrobnej zmesi odstrani voda, hydrolyza sa zmeni na
re-esterifikadny postup. Lahko mozZno dosiahnut nizky obsah
FFA, dokonca 4 % hmotn..

Predkladany vyndlez sa dalej tyka imobilizovanych amfi-
filnych enzymov, ktoré su pripojené na tuhy nosic¢, ktorého

nosidova latka je rozpustnd vo vodnej faze.



Enzymy ihobilizované podla predkladaného vynélezu su
v porovnani s predchédzajiicimi podobnymi systémami velmi ak-
tivne. Mozno povedat, Ze k tejto vysokej aktivite prispel
sposob imobilizacie. Ak je imobilizovanym enzymom lipéaza,
mohla by sa pouzit pri zvySenych teplotach bez toho, aby
doslo k jej dezaktivacii, za podmienky, e enzym ﬁéinkuje
v bezvodom prostredi. V zavislosti od typu lipazy st povole-
né teploty 60 °C alebo dokonca 70 °C. Pomocou tohto enzymo-
vého systému necitlivého na malé zmeny parametrov je moziné
vyrobit tuhé surovinové tuky, ktorych body topenia su vySSie
ako 30 °C az 40 °C, rozmedzie, v ktorom sa pohybuje najvys-
Sia teplota pri vyrobe vodnych lipazovych pripravkov.

Imobilizované enzymy podla vyndlezu mozno pouzit v dav-
kovanej ako aj kontinualnej vyrobe. Velkost tuhych Castic
obalenych enzymom by mala byt dostatoc¢nda na to, aby bola
moznéd separicia centrifugédciou a je najmenej 0,1 pm, vyhodne
najmenej 1 pm a vyhodnejsSie 5 az 15 pm.

Vynalez dalej zahriiuje procesy katalyzované imobilizo-
vanym enzymom podla vynadlezu. K takymto procesom patri hyd-
rolyza triglyceridov lipazou alebo fosfolipidov fosfolipa-
zou, 1lipazou katalyzovanid re-esterifikdcia hydrolyzovych
triglyceridov (de-acidifikacia) alebo kombinicia tychto pro-
cesov, ako je interesterifikéacia.

Interesterifikacné ‘procesy by mohli zahrriovat mono-,
di- alebo triglyceridy, v ktorych su za katalytického pobso-
benia lipazy skupiny mastnych kyselin zamenené za hlavny re-
tazec glycerolu.

Enzymatickd de-acidifikacia .triglyceridového oleja za-
hrnuje katalyticky ucinok 1lipazy, kde st esterifikované
mastné kyseliny a mono- alebo diglyceridy pritomné v oleji.

Vzhladom na dals$i predmet vynalezu, jeho uskutocnenie
zahrifiuje postup odstrénenia fosfolipidov z triglyceridového
oleja (odglejovanie), ktory pozostava z krokov:

a) zmieSania triglyceridového oleja obsahujiceho fosfolipidy
s pripravkom obsahujucim vlastni fosfolipéazu,
b) hydrolyzy fosfolipidov na lyzofosfolipidy,

c) separécie hydrolyzovanych fosfolipidov z cleja,



charakteristickej tym, Ze pripravok fosfolipézy predeavuje
imobilizovany enzym podla predkladaného vyndlezu. Z niekol-
kych znamych a dostupnych fosfolipdz sa vyberie jedna, ktora
je pre pozadovany typ hydrolyzy najvhodnejSia.

Na pripravu imobilizovanej fosfolipazy by mala byt pou-
Zzit4d hydrofébna baza bez fosfolipidu. Po separacii priprave-
nej imobilizovanej fosfolipazy ju mozno pridat k k oleju
s obsahom fosfolipidu bez ohrozenia enzymového pripravku.

In-situ imobilizovany enzym mozZno z reakc¢nej davky Tah-
ko odseparovat filtraciou, ale vyhodne centrifugaciou, po
ktorej mé6Z2e byt znovu mnohokrat pouzity.

Na opatovné pouzitie imobilizovanej lipazy nie je po-
trebné zZiadne pridanie vody do nasledujicej davky. Voda,
ktord je rozpustena v triglyceridovom oleji, ktory ma byt
interesterifikovany je postacujuca pre inicialny krok hydro-
1yzy.

Akémukolvek opakovanému pouzZitiu enzymu mdzZe volitelne
predchadzat re-aktiva¢né opracovanie: namiesto separacie
pouzitého imobilizovaného enzYmu z hydrofébnej fazy sa prida
voda, vyhodne v mnozstve 5 az 10 % hmotn. a je dispergovana
do hydrofébnej fazy za Gcinku, zZe enzym spolu s jeho nosico-
vou latkou sa rozpusta v kvapkach vody. Enzym znovu migruje
do rozhrania v/o a v 1iom sa zhromazduje. Po odstraneni vody,
ako je spomenuté vys$Sie, kvapdlky sa vysuSovanim zmrS$tuju
a nosiCova latka sa znovu separuje ako tuhd latka. Ked voda
uplne zmizne z vysychajiucich kvap6&iek, separovand nosicova
latka sa v konec¢nom kroku obali enzymom. Re-imobilizacia ma
za vysledok, prinajmenSom Ciastolne, obnovenie enzymovej ak-
‘tivity. Tato reaktivacia re-imobilizaciou mézZe byt znova
a znova opakovand a poskytuje prediZzené pouzitie enzymu
a nosicovej latky. Obr. 3 znazornuje opakované pouzitie imo-
bilizovaného enzymu lipazy v nasledovnych davkach. Postupné
znizZovanie enzymovej aktivity mozno ciastoéne zlepSit
re-imobilizdciou za pouzZitia toho. istého enzymu a tej istej
nosicovej latky (tieriovand oblast). Volitelne, enzym posko-
deny alebo upotrebeny pocas vyroby sa doplnuje pridanim ne-

jakého cerstvého enzymového preparatu. Moznost opakovaného



pouzitia létok; spolu s lacnym zdrojom enzymu v'nepurifiko—
vanej forme, chybanie nakladnej nosicovej latky a vysoka ak-
tivita imobilizovaného enzymu su ovela hospodarnejsie v po-
rovnani s finanéne naroénym katalyzatorom. Rovnako odpadava-
ji problémy s odpadom pouzitého enzymu. Tieto vyhodné rysy
s jedine¢né a nie su opisané u enzymov imobilizovanych
predtym pouzZitymi postupmi.

Vynalez je objasneny nasledovnymi prikladmi.

Prehlad obrazkov na vvkresoch

Obr. 1 vyjadruje priebeh reakcie interesterifikacie
zmesi triglyceridov so stredne dlhym retazcom a vysoko olej-
natého slnec¢nicového oleja v pritomnosti imobilizovanej 1li-
pazy. Vyznaceny je podiel volnych mastnych kyselin a stupen
konverzie postupu =za pouzitia lipazy (LypozymeTM) tradicne
imobilizovanej na Duolite™ (¢iary s plnymi bodkami), ako aj
podiel volnych mastnych kyselin a stupen konverzie postupu
za pouzitia lipazy (Lypozyme ™ 10000L), ktora je in situ
imobilizovany podla predkladaného vynalezu (&iary so svetly-
mi bodkami).

Obr. 2 predstavuje graf, znézoriujici podiel volnych
mastnych kyselin pri de-acidifikdcii troch =zmesi kyseliny
olejovej a glycerolu v pritomnosti imobilizovanej lipazy,
porovnavajuc: _

1. LypozymeTM 10000L 1lipézu (165 LU/g oleja) in-situ
imobilizovani podla vynadlezu (oznacené préazdno vybodkovanou
¢iarou), |

2. LypozymeTM lipazu (1750 LU/g oleja) trédiéne imobilizova-
nd na DuolitelM (oznacené c¢iarou z plnych Stvorcdekov) a

3. LypozymeTM lipazu (3500 LU/g oleja) tradic¢ne imobilizova-
nd na DuolitelM (oznacdené c¢iarou z plnych koso$tvorcov).

Obr. 3 predstavuje aktivitu lipazy (gram konvertovaného
oleja/gram enzymu/hod.) ziskanej =z Humicola lanuginosa pou-
Zzitej v naslednej sérii interesterifikacnych davok ako funk-
ciu ¢asu (dni).

Pre 24-hodinové davky v tmavo vytieriovanych oblastiach



je pouzita 1ipéza najprv imobilizovand podla vynéiezu.‘Reak—
ciu predstavuje interesterifikacia vysoko olejnatého slnec-
nicového oleja/triglyceridu sb stredne dlhym retazcom usku-
todriovanu pri 35 °C. Pre 8 hodinové, 15 hodinové a tyzdnové
davky v inych oblastiach (svetlo$edych) je imobilizovana 1i-
paza pouzita pre PO/PK interesterifikéciu pri 60 °C
v "suchej" forme, kedZe bola separovana cetrifugaciou

z predchadzajucej interesterifikacnej davky.

Priklady uskutoénenia vynidlezu

VSeobecny priklad

Roztok LipozymuTM 10000L je surovou fermentadnou
tekutinou amikrobidlneho chrakteru, ktord cbsahuje lipazu
Rhizomucor miehei (od NOVO) a jeho 1lipazova aktivita je 10
kLU/ml.

Purifikovana forma lipazy je uvddzand na trh firmou
NOVO pod nazvom Lipozyme ™  alebo Lipozyme imobilizovany
na DuolitelM, Jeho aktivita je 70 kLU/g préasku.

DuoliteTM

je 2Zivicou so slabou vymenou aniénov, ktora
je vhodnd na imobilizaciu enzymu.

Jedna lipazova jednotka (LU) je definovand ako mnoZstvo
enzymu, ktoré uvolnuje 1 pM kyseliny maslovej za min.
z emulzifikovaného substratu tributyrinu (pri pH 7,0 a 30
°C).

Z doévodov monitorovania postupovania procesu sa VvV na-
sledovnych prikladoch v c¢asovych intervaloch odoberali vzor-
ky oleja. Vzorky odobrané z reakéného média ihlou boli zo-
hriate na teplotu vysSiu ako 85 °C v 2 ml sklenenych skumav-
kach, aby doslo k deaktivacii enzymov.

Obsah volnych mastnych kyselin sa stanovil rozpustenim
asi 0,5 g homogenizovaného oleja do 50 ml neutralneho roz-
pustadla, obsahujiceho rovnaky objem etanolu (96%) a dietyl-
éteru (p.a.) a titraciou 0,1 molu/l roztoku'hydroxidu sodné-
ho za pouzitia fenolftaleinu ako indikatora. Obsah volnych

mastnych kyselin (FFA) vyplyva zo vzorca:



- 10 - .

V.M.282

% FFA = . 100%
V.1000
kde V = titrovany objem (ml)
V =  hmotnost vzorky oleja (g)
M= molarita roztoku NaOH

282 = priemernd molekulovd hmotnost mastnych kyselin.

Stupen konverzie vyplyva z nasledovnych rovnic:
k = -1n(1-x)*M/V.t

kde k : aktivita katalyzadtora (g oleja/g katalyzatora za
mindtu)

hmotnost oleja (g)

hmotnost katalyzatora (g enzymového pripravku)
stupen konverzie definovany ako

doba cyklu (hodiny)

A X o X

2CNgy - ZCNj

2CNg - 2CNg

SCN predstavuje sucet hodnét rozsahu uhlikovych ¢isiel
vybranych pre Specificky postup, kde dolné indexy (o, i, e)
patria vystupom rektora v ktorychkolvek casovych bodoch (o),
vstupom (i) a rovnovaznym rozdeleniam (e). Hodnoty uhlikové-
ho ¢isla sa ziskaju pomocou analyzy vzorky rozdelovacou ply-
novou chromatografiou. Pre HOSF/MCT st zvolené hodnoty inte-
resterifikacie CN 34‘ai 46 a pre Po/PK systémy su zvolené
hodnoty interesterifikdcie CN 44 az 46; pre vypocet stupna

konverzie.
Priklad 1

Porovnanie in-situ imobilizovanej lipazy a tradic¢me imobili-

zovane]j lipéazy na interesterifikacné pouzitie.

Davkovaci reaktor vybaveny miesacom a vodnym plastom



- 11 - .

bol naplneny zmesou 131,5 g triglyceridov so stredne dlhym
retazcom (MCT) a 229,0 g vysoko olejnatého slne&nicového
oleja (HOSF) pre interesterifikdciu. 95% mastnych kyselin
MCT predstavovali C8-Cl0 mastné kyseliny a 5% iné kyseliny.

MCT/HCSF zmes bola zohriata na 35 °C. Za kontinudlneho
miesSania bol‘ olej zmieSany s 5 % hmotn. vody, ¢im vznikla
emulzia typu v/o. K emulzii sa pridalo také mnoZstvo roztoku
LipozymeTM 10000L, aby emulzia mala aktivitu 165 LU/g oleja.
Silné miesSanie vytvorilo jemnu disperziu s velkym rozhranim
olej/voda.

Hydrolyza triglyceridovych molekil zacala po pridani
vodnej fazy a pokracovala pri 35 °C, az kym sa dosiahla 30%
hladina FFA.

Znizenim tlaku na 6.10% Pa (6 mbarov) bola odparend vo-
da, ¢o spbsobilo zhromazdovanie lipdzy a jej imobilizaciu na
vysuéené fermentacné zvysky.

Reesterifikacia zacdala, ked bola zo systému odstrénena
voda a teplota sa zvy$ila na 50 °C. Obr. 1 (&iary s prazdny-
mi bodkami) znézormnuje, Ze po 50 hodinach reesterifikacie sa
obsah FFA znizil z asi 30 % hmotn. na asi 4 % hmotn.. Stupen
konverzie triglyceridov dosiahol takmer 80 %.

Rovnakym spésobom bola vytvorend a spracovavanid porov-
nadvacia davka, ale za pouzitia Lipozyme M lipazy tradicéne
imobilizovanej na Duolite™. Pri pridani 1lipazy v takom
mnozstve, ze vznikol olej, hydrolyza zacdala pri aktivite 1li-
pazy 165 LU/g oleja. Iba o 50 hodin neskér obsah FFA dosia-
hol hladinu 24%. Pouzilo sa vakuum, zo systému sa odstréanila
voda a zacala sa reesterifikécia. o

Obr. 1 (Ciary s plnymi bodkami) znézorﬁﬁje uc¢innost pé—'
rovnavacej davky.

In-situ imobilizovana lipadza podla vynalezu znazoriuje
velkd rychlost hydrolyzy a po odstréaneni vody rychlu reduk-
ciu FFa s vysokym stupriom konverzie. Na rozdiel od tohoto,
postup za pouzitia tradiéne imobilizovanej 1lipazy vykazuje
velmi mald rychlost hydrolyzy a mald rychlost FFA
re-esterifikéicie, obe tieto skutoénosti sa prejavili zodpo-

vedajiuco nizkym stuprnom konverzie.
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Priklad 2

Porovnanie in-situ imobilizovanej lipadzy a tradic¢ne imobili-

zovanej lipazy pre de-acidifikadné pouzitie

Obr. 2 je graf znazornujuci obsah volnych mastnych ky-
selin pri de-acidifikacii zmesi kyseliny olejovej a glycero-
Iu v pritomnosti imobilizovanej lipéazy, porovnavajuc lipazu
imobilizovanid in-situ a lipazu imobilizovani na DuoliteTM.

V davkovom reaktore sa zmiesalo 165,3 g kyseliny olejo-
vej a 18,0 g glycerolu a zmes sa zohriala na 35 °C za konS$-
tantného mieSania. Olej bol vyrobeny s aktivitou 165 LU/g
oleja =za pouzitia in-situ imobilizovanej lipédzy vyrobenej
s roztokom LipozymeTM 10000L. Davka na - zaciatku obsahovala
7 g molekulovych sit a cez olej bol kontinudlne prehéaiany
dusik, aby sa desorbovala voda. Po 83 hodinadch reakcie sa do
davky pridalo dalS$ich 5 g molekulovych sit. Vid. &iaru
s prazdnymi bodkami na obr. 2.

Rovnakym spdsobom sa vyrobili a spracovali dve porovnéa-
vacie davky, ale bola pouzitd Lipozyme M lipaza, ktora
bola tradic¢ne imobilizovana na DuoliteTM. Jedna davka obsa-
hovala 1750 LU/g oleja, ¢o vyjadruje obr. 2 &iarou z plnych
Stvorcekov a dalSia davka obsahovala 3500 LU/g oleja - zné-
zornené ciarou z plnych kosoS$tvorcov.

S in-situ imobilizovanou 1lipazou sa dosiahla inicidlna
esterifikacéna rychlost 7,5% FFa redukcie/hod, ako aj celkové
zniZzenie FFa obsahu z 88,4% na 3,3% za 150 hodin. Inicialne
esterifikacéné rychlosti za pouzitia tradicne imobilizovanich
lipaz boli '7,4% a 12,5 % FFA redukcie/hodinu pre nizku aj
vysoku koncentraciu. S vysokou koncentridciou lipazy sa do-
siahlo celkové znizenie FFA obsahu na 2,3% za 70 hodin. Hoci
boli tri uvedené de-acidifikacné postupy uskutoc¢nené pri po-
rovnateIlnych rychlostiach; davka obsahujiuca in-situ imobili-
zovany lipdzovy systém potrebovala iba zlomok lipazovej ak-

tivity oboch davok pouzitych v tom istom pokuse.
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PATENTOVE NAROKY

1. Spb6sob imobilizacie enzymu, vyznadcujuci
s a tym, ze zahrnuje kroky,
a) vyber amfifilného enzymu na imobilizéaciu,
b) pripravu emulzie obsahujicej kontinudlnu hydrofébnu bazu
a dispergovanu vodnu fazu, v ktorej su rozpustné enzym
a vhodna latka, ktora sluzi ako nosic pre enzym, ked sa us-
kutocnuje nasledovny krok,
c) odstranenie vody z vodnej féazy, aZ kym sa tato fadza zmeni

na castice v tuhej faze obalené enzymom.

2. Sp6sob podla narokul, vyznadujuci s a
t y m, Ze enzym je vybrany zo skupiny pozostdvajucej z lipaz

a fosfolipaz.

3. Sp6sob pod¥a naroku 2, vyznadujiuaci s a
t y m, ze lipaza sa ziskava =z Rhizomucor miehei, Humicola

lanuginosa alebo Rhizopus niveus.

4. Spésob podla ktoréhokolvek z ndarokov 1 az 3, vy -
znacujuci sa tym, zZe vodnda faza obsahuje fer-

mentac¢ny supernatant.

5. Spb6sob podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 4, vy -
znacujuci sa tym, Ze hydrofébnou fazou je jedly

triglyceridovy olej.

6. Sposob podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 5, vy -
znacujuci sa tym, Ze nosicova latka je vybrana
zo skupiny pozostidvajucej z cukrov, S$krobu, dextranu, deri-
vatov celuldézy rozpustnych vo vode a z fermentac¢nych zvysS-

kov.

7. Spboésob podla ktoréhokolvek z néarokov 1 az 6, vy -
znacujiuaci sa tym, ze hydrofébna faza obsahuje

latku, ktorda sa ma spracovat, ktord je vybrand =zo skupiny
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obsahujuicej triglyceridy, diglyceridy, monoglyceridy, glyce-

rol, fosfolipidy a mastné kyseliny.

8. SpOsob podla ktoréhokolvek =z narokov 1 az 7, vy -
znac¢ujuici sa tym, Ze enzym ako aj nosiéoyé lat-
ka, ktoré maju byt rozpustené vo vodnej fédze st odvodené od
¢astic imobilizovaného enzymu  vyrobenych podla jedného

z predchadzajucich narokov a separovanych z reakcénej davky.

9. Tuhé castica, obsahujica imobilizovany enzym, ktory
je pripojeny na nosi¢, vy znac¢ujuca sa tym,

Ze nosicova latka je rozpustnad vo vodnej féaze.

10. Spdsob katalyzovany amfifilnym enzymom, vy z n a -
cujidci sa tym, 2Ze enzymom je imobilizovany enzym
podla néroku 9 alebo je ziskany podla ktoréhokolvek z néaro-

kov 1 az 8.

11. Spésob interesterifikéacie mono-, di-, alebo trigly-
ceridov, v ktorych za katalytického U¢inku lipéazy sa skupiny
mastnych kyselin zmenia na glycerolovy hlavny retazec, v y -
znacujuci sa tym, ze lipazou je imobilizovany
enzym podla naroku 9 alebo je ziskany podla jedného z néaro-

kov 1 az 8.

12. Spbésob enzymatickej de-acidifikacie triglyceridové-
ho oleja, kde za katalytického uc¢inku lipazy su mastné kyse-
liny esterifikované mono- alebo diglyceridmi, vy z n a & u-
juci sa tym ze lipézoulje imobilizovany enzym podla

naroku 9 alebo je ziskany podYa jedného z narokov 1 az 8.

13. Spésob katalyzovany fosfolipazou, vy zna ¢ u -
jidci sa tym, ze fosfolipidzou je imobilizovany enzym
podla naroku 9 alebo je ziskany podla ktoréhokolvek z naro-

kov 1 az 8.
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14. Spbdsob odstréanenia fosfolipidov z trigiyceridového

oleja, ktory
a) zmiesSania
s pripravkom
b) hydrolyzy

c) separacie

pozostava z krokov:

triglyceridového oleja obsahujiceho fosfolipidy
obsahujicim fosfolipazu,

fosfolipidov na lyzofosfolipidy,
hydrolyzovanych fosfolipidov z oleja,

vyznadcujuci sa tym, ze fosfolipazou je imobi-

lizovany enzym podla naroku 9 alebo je ziskany podla ktoré-

hokolvek z narokov 1 az 8.
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