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Fremgangsmide til fremstilling af et immobiliseret lipase-
praparat og anvendelse deraf.

Fremgangsmaden til fremstilling af det immobiliserede
lipasepreparat bestdr i, at man bringer en vandig oplesning
af en mikrobiel lipase i kontakt med en partikelformet adsorbe-
rende harpiks af phenol-formaldehyd-typen under overholdelse
af sarlige vardier for pH og kontakttid, hvorefter praparatet
isoleres og torres. Prazparatet kan anvendes til kontinuerlig
omesterificering af fedtstoffer uden anvendelse af oplesningsmid-
ler eller andre dyre hjalpestoffer, samt til hydrolyse og
syntese af fedtstoffer.
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Immobiliserede lipaseprzparater, som er egnede til om-

estring af fedtstoffer, er kendt. Saledes beskrives i US patent-

. skrift nr. 4.275.081 immobiliserede lipasepraparater, hvor
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lipasen fremstilles ved garing af arter horende til slagterne
Rhizopus, Geotrichum eller Aspergillus, og hvor lipasen er fikse-
ret pd en indifferent, partikelformet bazrer, som kan vare diato-
mejord eller alumina. Disse barere udviser et meget hegjt speci-
fikt overfladeareal. Man har antaget, at det var ngdvendigt -at
anvende et immobiliseret lipasepraparat med meget hejt specifikt
overfladeareal (d.v.s. smd og porgse bazrerpartikler) for at opna
hej enzymatisk aktivitet.

Skent man kan gennemfgre omestring diskontinuerligt
uden noget oplesningsmiddel med sadanne immobiliserede lipasepra-
parater, kan man ikke gennemfgre kontinuerlig omestring i en
spjle og i industriel médlestok uden tilstedevarelse af oples-
ningsmiddel (som ma fjernes senere), fordi prazparatet bestar af
smd partikler, som under segjledrift frembringer et uakceptabelt
hejt trykfald. Det er bemzrkelsesvaerdigt, at alle eksempler i
europzisk patentansegning med publikationsnummeret 069599, hvori
en enzymatisk omlejring af fedtstoffer beskrives med lipase fra
Aspergillus-arter, Rhizopus-arter, Mucor javanicus eller Mucor
miehei, understgttet pad en barer, f.eks. Celite®, i forbindelse
med kontinuerlig omestring i en sgjle, gor brug af et oplgsnings-
middel. Der foreligger et behov for en immobiliseret lipase, der
er velegnet til omestring ved sejledrift af oplgsningsmiddelfrie
fedtstoffer.

Man har pa dette tekniske omrdde naturligvis undersogt
immobilisering af talrige enzymer ved ionbinding, kovalent
binding og indeslutning. I US patentskrift nr. 4.170.696 er
f.eks. bemzrket, at den kontrollerede partikelsteorrelsesfordeling
og de fysiske egenskaber hos makroporgse ionbyttere frembyder
fordele i forbindelse med anvendelsen‘som enzymbarer. Der
fremsazttes dog en indvending mod den ringe mengde enzym, SOm kan
bzres pd en vaegtenhed af ionbytterbareren, og foreslads, at man
anvender et derivat af diethylaminoethyl (DEAE) af ionbytterne
som enzymbarere. Angivelser af den art, der er fremsat i US
patentskrift nr. 4.170.696, og som omfatter, at en bestemt

enzymimmobiliseringsteknik udviser bred anvendelighed hvad angar
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mange forskellige enzymsystemer, kan kritiseres for at vare
misvisende. De forskelle, der foreligger mellem forskellige
enzymer og forskellige substrater, ger praktisk talt hvert system
omfattende enzym/substrat/reaktionsbetingelser til en undtagelse,
i forbindelse med hvilken en teknik, som pdstds at kunne anvendes
over et bredt omrade, kun kan anvendes med ringe resultat, hvis
overhovedet.

Iszr er lipaser exceptionelle enzymer i den forstand,
at deres enzymatiske aktivitet fungerer pd mellemfladen mellem to
vaskefaser (vand og olie), idet alene dette forhold er en indika-
tion for, at immobiliseringsteknikker, som er velegnet i forbin-
delse med andre enzymer, ikke kan forventes at kunne anvendes med
et godt resultat i forbindelse med lipase, hvis de overhovedet
kan anvendes. Det er kendt, at immobilisering af lipaser fremby-

der s@rlige vanskeligheder. Der kan f.eks. henvises til J.

.~ Lavayre et al., "Preparation and Properties of Immobilized
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Lipases", Biotechnology and Bioengineering, bind XXIV, side 1007
- 1013 (1982), John Wiley & Sons. Nogle forskere pd omradet har
specifikt undersggt immobilisering af lipase ved adsorption eller
ionbinding, ved kovalent binding og ved indeslutning, og de har
konkluderet, at adsorption (pad Celite®) efterfulgt af indeslut-
ning af Celite®-partiklerne frembragte langt de bedste
resultater; der kan henvises til en publikation, der blev
prasenteret ved Enz.Eng. 6, Kashikojima, Japan, 20 - 25 Sept.
1981 og den tilsvarende artikel i European Journal of Applied
Microbiology and Biotechnology, nr. 14, side 1 - 5 (1982), samt
en efterfplgende artikel i det samme tidsskrift, nemlig i nr. 17,
side 107 - 112 (1983).

Det har nu overraskende ifglge opfindelsen vist sig, at
man pé_en meget simpel mdde kan fremstille et immobiliseret
lipasepraparat ved simpel blanding af en vandig oplgsning af
lipase og en partikelformet, makroporegs, adsorberende harpiks af
phenol-formaldehyd~-typen, hvorefter man udvinder harpiksen, som
derpd terres. Et specificeret vandindhold i det sluttelige,
immobiliserede praparat muligggr herefter den kontinuerlige.
omestring af fedtstoffer pa en i gkonomisk henseende attraktiv
made og uden noget oplgsningsmiddel. Vaskning med vand af

harpiksen efter fjernelse af oplgsningen med restlipase er
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fordelagtig. Fremgangsmaden ifglge opfindelsen er i
overensstemmelse hermed ejendommelig ved det i krav 1l's
kendetegnende del anforte.

Ved en foretrukken udfgrelsesform for fremgangsmaden
ifplge opfindelsen anvendes en thermostabil, mikrobiel lipase,
med fordel en lipase fra en thermophil Mucor-art, isar Mucor
miehei. Mucor miehei er en god producent af 1,3-specifik lipase,
og man kan sdledes opna et billigt produkt.

Ved en foretrukken udfgrelsesform for fremgangsmidden
ifplge opfindelsen har over 90% af partiklerne af den makropo-
rpgse, adsorberende harpiks af phenol-formaldehyd-typen en parti-
kelstprrelse pa mellem 400 og 800 um. I dette
partikelstprrelsesinterval opnads et godt kompromis mellem hgj
specifik aktivitet for omestring og lavt trykfald i sejlen.

Ved en foretrukken udfgrelsesform for fremgangsmaden
ifplge opfindelsen svarer forholdet mellem mengden af vandig
oplgsning af den mikrobielle lipase og vagten af den adsorbe-
rende harpiks til 5000 - 20.000 LU/g harpiks (tervaegt). I dette
interval foreligger der tilstrzkkelig lipase til harpikser, som
kan kgbes pa markedet.

Ved en foretrukken udfegrelsesform for fremgangsmaden
ifglge opfindelsen, hvor den mikrobielle lipase er afledet af en
thermophil Mucor-art, iszr Mucor miehei, ligger pH under kontak-
ten mellem den adsorberende harpiks og den vandige lipaseoples-
ning mellem 5 og 7. Herved sikres en sterk binding mellem lipasen
og den adsorberende harpiks.

Ved en foretrukken udfgrelseform for fremgangsmaden
ifglge opfindelsen er kontakttiden mellem 0,5 og 4 timer. I lgbet
af dette tidsinterval narmer harpiksen sig metning med lipase.
Mindst 75% af lipaseaktiviteten fjernes fra lipaseoplgsningen.

Ved en foretrukken udfgrelsesform for fremgangsmaden
ifplge opfindelsen udfgres separationen ved filtrering, hvilket
er en simpel metode, som let kan udferes industrielt.

Ved en foretrukken udfgrelsesform for fremgangsmaden
ifglge opfindelsen tgrres den separerede immobiliserede lipase
til et vandindhold mellem 5 og 20% vand. Herved opnds et
slutteligt lipasepraparat med en hej omestringsaktivitet.
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- Terreoperationen kan udfegres ved hjzlp af vacuum, som
terring med fluidiseret masse eller i form af en hvilken som
helst anden terreproces, som er velegnet til stordrift, og som
ikke udsztter den immobiliserede lipase for temperaturniveauer,
ved hvilke lipasen bliver inaktiveret.

Fra beskrivelsen til dansk patentansegning nr. 4167/84
md en fremgangsmade til fremstilling af et immobiliseret
lipaseprzparat til omestring af fedtstoffer anses for kendt,
hvilken fremgangsmade er ejendommelig ved, at man bringer en
vandig oplgsning af en mikrobiel lipase i kontakt med en
partikelformet, makropore¢s, svag anionbytter, der indeholder
primere og/eller sekundare og/eller tertizre aminogrupper, og
hvis partikler for mere end 90% af partiklernes vedkommende
har en partikelstgrrelse pa mellem 100 og 1000 pm, fortrinsvis
mellem ca. 200 og 400 pm, under betingelser, ved hvilke
lipasen bindes til anionbytteren, i et tidsrum, der er
tilstrekkeligt langt til at binde den gnskede lipasem@ngde til
anionbytteren, hvorefter den saledes dannede immobiliserede
lipase separeres fra den vandige fase og den separerede
immobiliserede lipase tegrres til et vandindhold pd mellem ca.
2 og 40%. Ved fremgangsmdden ifglge den foreliggende
opfindelse anvendes en adsorberende harpiks og ikke en svag
anionbytterharpiks. Det her anvendte udtryk "adsorberende
harpiks" er taget fra det tekniske omrade, der omfatter’
ionbytterharpikser. Fabrikanterne af ionbytterharpikser har
fundet, at de harpiksprodukter i partikelform, i hvilke de ved
reaktion har indfegrt de aktive grupper, der frembringer anion-
eller kationbytteraktivitet, har kommerciel anvendelighed uden de
aktive grupper. Sadanne harpiksformer tilbydes pd& markedet under
betegnelsen "adsorberende harpikser". De funktionelle egenskaber
af adsorberende harpikser skyldes hovedsageligt andre
bindingskrafter end ioniske bindingskrafter.

De adsorberende harpikser, som opfinderen er bekendt
med, bestar enten af en polystyren-matrix eller en phenol-
formaldehyd-matrix. Kun adsorberende harpikser, som omfatter en

phenol-formaldehyd-matrix kan anvendes ved fremgangsmaden ifglge
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opfindelsen, idet den klasse af adsorberende harpikser, som
omfatter en polystyren-matrix, er mindre velegnet som barer for
lipase.

For ikke at inaktivere enzymet gennemfgres kendte
omestringsreaktioner ved de relativt lave temperaturniveauer, som
muligggres ved tilstedevarelsen af et oplegsningsmiddel, der er i
stand til at oplese hojtsmeltende fedtstoffer. De immobiliserede
lipasepraparater, som fremstilles ved udevelsen af opfindelsen,
udviser tilstrzkkelig stabilitet i smeltet fedt til at katalysere
omestringen ved relativt hgje temperaturer. Desuden er trykfaldet
gennem en omestringssepjle, som er ladet med de immobiliserede
lipasepraparater, som fremstilles ved udevelsen af opfindelsen,
tilstrazkkeligt lavt til at muligggre problemfri sg¢jledrift af
omestringsreaktioner. Det har ogsa overraskende vist sig, at den
enestdende kombination af kontaktbetingelser, adsorberende
harpiks med en phenol-formaldehyd-matrix og kontrolleret
slutteligt vandindhold i det immobiliserede lipaseprazparat
frembringer en hegj specifik lipaseaktivitet i den smeltede
fedtblanding.

De immobiliserede lipasepraparater, som fremstilles ved
udpvelsen af opfindelsen, kan fremstilles med et hejt enzymudbyt-
te, og dette resultat er vigtigt med henblik pd opndelsen af en
billig (kontinuerlig) omestringsproces.

Mere end 75% af den lipaseaktivitet, som initialt er
tilstede i lipaseoplgsningen, kan og ber fjernes fra oplgsningen
af den adsorberende harpiks. I en vis udstrzkning er lipaseop-
tagelsen af harpiksen tidsafhangig, sandsynligvis fordi der
krzves et betydeligt tidsrum for at muliggere, at enzymmolekyler-
ne diffunderer gennem de makroporgse harpikspartikler. En blande-
tid (reaktionstid) pa 8 timer vil i det mindste approksimere
ligevagtsmztningen af den adsorberende harpiks. Et mindre tids-
rum, der kan vare sa kort som 0,5 timer, frembringer akceptable
resultater. Et rimeligt mal for udvalgelse af en optimal kontakt-
tid er fjernelse af lipaseaktivitet fra lipaseoplgsningen. Den
kontakttid, som kraves for at fjerne mere end 75% af lipaseakti-
viteten fra lipaseoplegsningen, er reaktionstiden i forbindelse

med udevelsen af opfindelsen i industriel mdlestok.
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~ Det kan anfores, at de foreliggende eksperimentelle
data viser, at den optimale kontakttid vil vere n®sten uafhangig
af kontakttemperaturen inden for intervallet 5 - 35°C, og det
tilstrabes, at opfindelsen udgves inden for dette temperatur-
interval.

De sluttelige, immobiliserede lipaseprodukter, som er
fremstillet ved udevelsen af opfindelsen, skal udvise en
lipaseaktivitet pa mindst 5000 LU/g, og et foretrukket interval
ligger mellem 5000 og 50.000 LU/g (pa teor basis). Man skal opnd
en aktivitet pa mere end 10 BIU/g.

Det trzk, der omfatter vandvaskning af de endnu vade
harpikspartikler, der er separeret fra den efter kontaktperioden
foreliggende lipaseoplgsning, er serligt fordelagtig, nar den
foreliggende lipase omfatter en relativt rad lipase.

Kendte processer af den art, der er beskrevet i US
patentskrift nr. 4 275 081, har kravet en renset lipase for at
tilvejebringe brugbare immobiliserede lipasepraparater. Det har
overraskende vist sig, at de immobiliserede lipasepraparater, som
fremstilles ifplge opfindelsen, kan fremstilles direkte fra et
temmeligt ré&t lipaseprodukt. Tilsyneladende bindes s&danne
urenheder, som man i forbindelse med kendt teknik e¢nskede at
fjerne fra lipasen, ikke til den adsorberende harpiks, og derpa
fjernes de med den efter kontaktperioden foreliggende
lipaseoplgsning og/eller med vaskevandet.

Der opnas sdledes i hgj grad fordelagtige resultater
ved hjzlp af en fremgangsmadde, som kun kraver, at man blander
partikelformet, adsorberende harpiks med en relativt ra lipaseop-
lgsning med pH 5 - 7 ved stuetemperatur, hvorved man endog
undgar anvendelsen af et organisk oplgsningsmiddel (hvilket
undertiden har veret foresldet), at man derpd kasserer den efter
kontaktperioden foreliggende oplgsning, og at man derpd om gnsket
vandvasker harpiksen, hvorpd man terrer harpiksen til et kontrol-
leret vandindhold. Det skal her gentages, at vandvaskning af det
separerede, immobiliserede enzym for terringen i betydeligt
omfang forbedrer produktet.
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Det har vist sig, at lipasen i de immobiliserede lipa-
seprazparater, som er fremstillet ifelge opfindelsen, ikke let
‘inaktiveres eller fjernes fra praparaterne, nar verdien af pH
og/eller temperaturen er passende. Der foreligger f.eks. n®sten
ikke nogen lipaseaktivitet i vaskevandet.

Det har veret anfert, at foretrukne udferelsesformer
for opfindelsen er rettet mod immobilisering af thermostabile
lipaser, isar lipasen hidrgrende fra Mucor miehei. Thermisk '
stabilitet af lipasen er naturligvis af afggrende betydning for
omestring af hpjere smeltende fedtstoffer, nar der ikke forelig-
ger noget oplesningsmiddel. Der fremkommer ogsa andre fordele,
nar man omestrer ved den hojest mulige temperatur, f.eks.
formindsket sandsynlighed af bakteriel kontaminering og lavere
viskositet af fedtstoffet.

Forspgsresultaterne vist nedenfor hidrerende fra
immobilisering pa tre typiske, kommercielt rekvirerbare
materialer viser immobilisering p& en svag anionbytter (ES 562),
en adsorberende harpiks ved fremgangmaden ifelge opfindelsen og

en adsorberende harpiks med polystyren-matrix.
Tabel 1

Funk- Parti- Total Immobiliseret lipase
tionel- kel- kapa-
le grup- storr. citet Udbytte Ladning Aktivitet

Harpiks Type Matrix per (pm) (&kv./1) (%)  (LU/mg) BIU/g
Duolite® Svag Phenol- Tert. 200 1,1 97 25 30
ES562 base formal- amin - 400
dehyd
Duolite® Nesten Phenol- Pheno- 400 - 76 20 20
S761 ikke- formal- lisk - 800
ionisk dehyd
Duolite® Ikke- Poly- Ingen 500 - 52 15 4
S861 ionisk styren

Ved et lignende forsgg med en starkt basisk
anionbytterharpiks pa polystyren-basis (Dowex® XY-40008-03)
opnaede man et produkt med 12 BIU/g, men kun 50% udbytte.
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Forseg med anionbyttere og adsorberende harpikser med
store poresterrelser resulterede i produkter med mindre specifik
aktivitet end hvad der kunne forudsiges pa basis af
udbytteresultaterne. Det antages, at lipasen trader dybt ind i
porerne af anionbyttere og adsorberende harpikser med meget stor
poresterrelse, hvorved den faktisk gar tabt deri.

Sspecifik fysisk interaktion og anionbinding synes at
vere uafhezngige kilder for harpiksens bindingskapacitet. De
produkter, der er identificeret i den for angivne tabel 1, blev
ekstraheret med A: 1% Triton® X-100 og C: 1 M natriumacetat, pH
6. Forseogsomstendighed A har tendens til at fjerne udelukkende
ikkeionisk bundet lipase, og forssgsomstazndighed C har tendens
til udelukkende at fjerne ionisk bundet lipase. Resultaterne er
opstillet i den felgende tabel.

Tabel 2

Udbytte Ladning Aktivitet Ekstraktion (% i 1 h, 25°C)
Harpiks (%) (LU/mg) (BIU/qg) Cyclus A C
Duolite® ES562 1. 0 24
svag base, 96 25 30 2. 0 8
phenol-form-
aldehyd
Duolite® S761, 1. 39 0
phenolisk 76 20 20 2. 10 0
Duolite® S861, 1. 29 0
ikke-ionisk, 52 15 4 2. 7 0
polystyren

I udpraget modsaztning til de partielle ekstraktions~
resultater, der er rapporteret i den for angivne tabel 2, blev
lipase, der var adsorberet pa Celite®, praktisk taget ekstraheret
1002 med rent vand i lebet af fa minutter. '

Man kan opnd produkter med en akceptabel hej specifik
aktivitet i et godt udbytte med makroporgse, adsorberende
harpikser med en phenolformaldehyd-matrix ved fremgangsmaden
ifplge opfindelsen. Et lipaseprodukt, der kan tjene som eksempel
p& den bedste udfgrelsesform, og som foreligger pa en sadan
adsorberende harpiks, udviste en halveringstid p& over 3000 timer
(den Duolite® S761 harpiks, hvortil der allerede har varet

henvist i de for angivne tabeller).
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Temperaturintervallet for gennemfgrelsen af omestrin-
gerne ved anvendelse af de ifelge opfindelsen fremstillede
lipaseprazparater er 25 - 85°C, fortrinsvis 50 - 80°C, iser 55 -
75°C. Der skal nu henvises til den medfelgende tegning, der er en
grafisk afbildning af vigtige egenskaber ved en i det fplgende
eksemplificeret foretrukket udfgrelsesform for kontinuerlig
omestring med immobiliseret lipase i en pakket masse (sgjle),
hvorved

Figuren viser logaritmen til étramningshastigheden i
g/time mod tiden i timer ved et forseg gennemfgrt ved 60°C.

Den lipaseaktivitetsenhed (LU), som er angivet i de
felgende eksempler, som yderligere illustrerer opfindelsen, blev
bestemt som beskrevet i publikationen AF 95.1/2-GB af 83-01-03,
rekvirerbar fra NOVO INDUSTRI A/S, Novo Alle, 2880 Bagsvard,

Danmark.

Eksempel 1
Dette eksempel illustrerer immobilisering af lipase

ifglge opfindelsen og karakterisering af det immobiliserede

enzym.

Immobilisering

1 g Mucor miehei lipase med 124.000 LU/g blev oplest i
10 ml vand og blandet med 4,25 g Duolite® S761 harpiks (terstof),
hvis pH tidligere var blev indstillet pad 6,0 i vandig suspension
(85% af partiklerne 425 - 825 um). pH blev derpd genindstillet p&
6,0, og den flaske, hvori blandingen forela, blev roteret i to
timer ved stuetemperatur, i hvilket tidsrum pH blev genindstillet
efter 1 times rotation.

Harpiksen blev filtreret, vasket to gange med 10 ml
vand og derpd terret i vacuum natten over ved stuetemperatur.

Det kombinerede filtrat omfattende 31 ml og med pH 6,3
indeholdt 700 LU/ml, hvilket svarer til ca. 17,5% af den
initiale, totale enzymmengde.

Udbyttet af immobiliseret lipase var 4,91 g (94,3%
torstof). Den beregnede ladning var 22.000 LU/g terstof.
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Diskontinuerlig omestringsaktivitet

Denne analyse blev udfert i overensstemmelse med den
interne NOVO metode AF 206, som er beskrevet i det felgende.
Aktiviteten var 20,3 BIU/g.

Forspg i sejle

Forsgjle
30 g Duolite® A561, 86% teorstof hydratiseret med 21 g
vand, pakkes i en 2,5 x 25 cm s¢jle med petrolether.

Lipasesgjle

3,5 g af den fgr beskrevne, immobiliserede lipase

pakkes i en 1,5 x 25 cm spjle med petrolether.

Substrat

Der anvendes olivenolie (Sigma® 0-1500)/decansyre
(Merck) i et vagtforhold pa 2,5 til 1, stabiliseret med 0,1% BHT.
Substratet omrgres i et reservoir ved 60°C og mettes med vand.
Inkorporeringen af decansyre (D) i triolein (det hovedsagelige
triglycerid i olivenolie) til DOO-triglycerid fglges. Substratet

pumpes nedad gennem sojlerne og fortranger petroletheren.

Analyse

Stromningshastigheden indstilles for at opnad ca. 23%
DOO i produktstrgmmen, svarende til 65% konvertering af 000 + P
til DOO + P. Der afvejes en 7 - 8 ml pregve, og strgmmen beregnes
i g/time.

For at analysere sammensztningen af triglycerider (TG)
oplgses 7 drdber fra preven i 4 ml heptan og indfgres pad en sgjle
med 12 g aktiveret A1203 i heptan. Elueringen foretages med 15 ml
ether, som fordampes, og remanensen genoplgses i 1,5 ml heptan.
Med den HPLC-analyse, som udfgres som beskrevet i det fglgende i
AF 206, forekommer der toppe af DOO og DOD ved henholdsvis 5,6 og
3,9 minutter. '

vVandindholdet i produktstrgmmen kontrolleres ved Karl

Fischer titrering.
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Sejledrift

Man udtog prever med intervaller pa 2 og 3 dage. Strom-
ningshastighed i g substrat/time blev omregnet til g TG/h g enzym
(F) som mdl for aktiviteten. Man beregnede ogsd produktiviteten i
g TG/g enzym (P). Temperaturen var gennemsnitligt 60,3°C med en
standardafvigelse pa 0,4°C.

Vandindholdet i produktet faldt fra 0,36% til 0,28%
efter 400 timer. Forssjlen blev derpa erstattet, og vandindholdet
faldt fra 0,50 til 0,31% over de felgende 400 timer.

Man anvendte data med en konvertering pa 23 z 1% DOO
til en semilogaritmisk afbildning af stregmning mod tid. Pa basis
af denne afbildning bedgmmes den initiale aktivitet til at vere
Finit
tid pa 3100 timer ved 60°C. Figuren er afbildningen svarende til

= 1,94 g TG/h g enzymproduktkatalysator med en halverings-

dette forsegsstudium.

Produktiviteten under antagelse af en forsegstid pa 2
halveringstider skulle vere 6,5 tons TG/kg enzymprodukt-
katalysator.

Eksempel 2
Dette eksempel illustrerer immobiliseringen af lipase
ifelge opfindelsen pa to phenoliske adsorberende harpikser af

lignende art med eller uden he¢j ionstyrke under immobilise-

ringen:

Tabel 3
Makroporgs Partikel- Immobilisering
phenolisk stprrelse Uden salt Med 2M natriumacetat
adsorberende 85% Udbytte Ladning Aktivitet Udbytte Ladning Aktivitet
harpiks (pm) (%) (W/mg) (BIU/g) (8) (LU/mg) (BIU/g)
Duolite®
s761 400 ~ 800 77 21 20 82 21 15
Duolite®
ES762 200 - 400 63 17 6,0 95 25 17

Bestemmelse af den diskontinuerlige lipaseomestringsaktivitet
(BIU) i henhold til NOVO metode AF 206
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Princippet er inkorporering af fri palmitinsyre (P) i
rent triolein (000), hvor den initiale hastighed beregnes for

denne ligevagtsfraktion:

000 + P POO + O
POO + P POP + P

PPP dannes ikke, hvis lipasen (som f.eks. Mucor miehei
lipase) er 1,3-specifik.
Vaerdien Pinc beregnes ved en given reaktionstid som

mengden af palmitinsyre i 1- og 3-stillingermne af triglycerid:

g p. _ 3 POO + 2% POP
inc 3

Der anvendes en @kvimolar blanding af P og 000, og P,
vil felge en konverteringskurve fra 0 til ca. 21% ved ligevagt.

Denne kurve indpasses i en eksponentiel model, og den
initiale aktivitet beregnes som 1 umol P inkorporeret i OO0 per
minut ved 40°C 1 BIU.

678 pmol 00O 097678 umol P i 12 ml petrolether blandes
med 250 mg immobiliseret lipase (terstof), hydratiseret til 10%
vand. Denne blanding rystes ved 40°C i 15 og/eller 30 minutter,
og den relative sammensztning af 000, POO og POP males ved hijzlp
af HPLC.

P. In (P. /(P. -P._)) M
_ Tinc,eq. . inc, eq. inc,eq. " inc
BIU/g = T
oW
P. er ligevaegtsverdien for P, (molfraktion)~-0,222
inc,eq. inc
Pinc beregnes som beskrevet i molfraktion

M er den molazre mzngde af 000 og P~A»678 umol
t er tiden i minutter

w er torvagten af katalysator (0,250 g)

Beregning af konvertering, aktivitet, halveringstid og produk-
tivitet ved sojleforseg
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Konverteringsgrad: , _ A-A
Aeq - A

A er 3% inkorporeret fedtsyre i triglycerid (f.eks. decansyre
eller palmitinsyre i triolein).

Sojle eller stromningsaktivitet

F = Fo -exp (- 1n 2 -t/ tl/2) g TG/h g kat.

FO: initial aktivitet; t1/2 = halveringstid

Enheder af g triglycerid/time g katalysator afledes af
strgmningen af substrat i g/time, né&r man kender mengden af
triglycerid i substratet og mazngden af katalysator i sgjlen.

t
Produktivitet P =§F dt
o)
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PATENTKRAV

1. Fremgangsmade til fremstilling af et immobiliseret
lipaseprzparat til omestring af fedtstoffer, kendetegnet ved, at
man bringer kontakt mellem en vandig oplgsning af mikrobiel
lipase og en partikelformet, makropores, adsorberende harpiks af
phenol-formaldehyd-typen, hvorved mere end 90% af
harpikspartiklerne ligger mellem 100 og 1000 pm, ved et pH mellem
5 og 7 i et tidsrum, der er tilstrakkeligt til at.fjerne mindst
75% af lipaseaktiviteten fra oplgsningen, hvorefter det siledes
dannede immobiliserede lipasepraparat separeres fra den vandige
fase omfattende lipaseoplesning efter kontaktprocessen, hvorefter
det separerede, immobiliserede lipasepraparat torres til et
vandindhold pa mellem ca. 2 og 40%, idet det resulterende
prezparat har en verdi af BIU/g pa mindst 10 (ter basis), og
mindst 5000 LU/g (ter basis).

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, kendetegnet ved, at
det immobiliserede lipaseprazparat vaskes med vand efter separa-

tion fra lipaseoplgsningen efter kontaktprocessen.

3. Fremgangsmade ifglge krav 2, kendetegnet ved, at
lipasen er en thermostabil Mucor-lipase.

4. Fremgangsmade ifglge krav 3, kendetegnet ved, at

lipasen er Mucor miehei lipasen.

5. Fremgangsmade ifglge krav 1, kendetegnet ved, at
over 90% af partiklerne af den makroporgse adsorberende harpiks
har en partikelstgrrelse mellem ca. 400 og ca. 800 pm.
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6. Fremgangsmdde ifplge krav 1, kendetegnet ved, at
den vandige oplesning af den mikrobielle lipase indeholder mellem
5000 og 20.000 LU/g ter, adsorberende harpiks.

7. Fremgangsmade ifelge krav 1, kendetegnet ved, at

5 kontakttiden ligger mellem 0,5 og 4 timer.

8. Fremgangsmade ifglge krav 1, kendetegnet ved, at

torringen gennemfegres til et vandindhold mellem 5 og 20%.



DK 153762B

substratstremning (g/time)

30
20

W Hovoh O

~n

200 400 600 800 Tid (timer)



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

