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Anotace

Bakalarska préace se zabyva enzymatickou katalyzou pro pripravu epoxidi rostlinnych
oleji s vyuzitim enzymu Candida rugosa, imobilizovaného na jamkach mikrotitraéni
desticky. Enzymatickd katalyza predstavuje slibnou alternativu chemické katalyzy
a vyroby epoxidi z ropnych produkti. Teoreticka ¢ast popisuje enzymy jako katalyzatory
chemickych reakci, jejich strukturu, zpusob imobilizace a stejné tak i vlastnosti,
strukturu a vyuziti oleji a tuk. Hlavni diraz je kladen na aplikaci enzymu v oleochemii
a srovnani dosavadnich publikaci zaméfenych na enzymatickou epoxidaci olejii. Soucasti
prace je vyhodnoceni hydrolytické aktivity solubilni a imobilizované lipazy a vliv
reakénich podminek a prostredi. Pribéh epoxidace byl stanovovan pomoci infracervené
spektrometrie s Fourierovou transformaci, kde byly sledovany jednotlivé funkéni skupiny.
7 vysledki analyzy vyplyva, ze imobilizovana lipaza Candida rugosa neni za testovanych

podminek vhodnym katalyzatorem epoxidace rostlinnych olejii.
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The Use of Enzymatic Catalysis for the Preparation of
Epoxides

Annotation

This bachelor’s thesis focuses on enzymatic catalysis for the preparation of epoxides from
plant oils using Candida rugosa enzyme immobilized on microtiter plate wells. Enzymatic
catalysis offers a promising alternative to chemical catalysis and the production of epoxi-
des from petroleum-based products. The theoretical part describes enzymes as catalysts
in chemical reactions, including their structure, immobilization methods, as well as the
properties, structure, and utilization of oils and fats. Emphasis is placed on the appli-
cation of enzymes in oleochemistry, and a comparison of existing publications focused on
enzymatic epoxidation of oils. This thesis evaluates the hydrolytic activity of soluble and
immobilized lipase and the influence of reaction conditions and environment. The progress
of epoxidation was determined using Fourier-transform infrared spectroscopy, monitoring
the individual functional groups. The analysis results indicate that the immobilized lipase
Candida rugosa is not a suitable catalyst for the epoxidation of plant oils under the tested

conditions.
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Uvod

Rostlinné oleje jsou soucasti kazdodenniho zivota, predevsim jako alternativa zivoc¢isnych
tukil v potravinarstvi. Vyuzivaji se rovnéz v kosmetickém a farmaceutickém primyslu.
V soucasnosti nabyva na potencidlu jejich vyuziti jako alternativa produkti ziskavanych
z fosilnich zdroj1, jejichz zasoby jsou omezené, predstavuji tak Setrnéjsi proces k zivotnimu

prostredi.

Velkou nevyhodou rostlinnych oleji je nizsi oxidacni stabilita, kterd je zplisobena
pritomnosti nenasycenych mastnych kyselin. Snadno podléhaji oxidaci, ktera vede
k vytvareni nezadoucich produkti, jako jsou peroxidy a volné radikaly, které mohou
zpusobovat korozi motoru a dale degradaci produkti. Neddvné pokroky ve vyzkumu
prokazaly potencidlni Tfeseni této nevyhody. Dvojné vazby nenasycenych mastnych
kyselin mohou byt cilené preménény na epoxidy, které jsou velmi stabilni a maji Sirokou
skalu aplikaci v chemickém pramyslu. Mohou byt pouzity k vyrobé biolubrikant,

surfaktant a dalSich cennych chemikalii, jako jsou mastné kyseliny, alkoholy a glycerol.

Epoxidy methylesterti mastnych kyselin jsou jednim z produkt epoxidace rostlinnych
oleju. Slouzi k vyrobé polymerti a kompozitl s lepsimi mechanickymi, tepelnymi a elek-
trickymi vlastnostmi, nez polymery ziskané z petrochemickych produkti. Disponuji téz

lepsi oxidacni stabilitou.

Pozornost vyzkumu se v nedavné dobé zacala zamérovat na enzymatickou epoxidaci za
pouziti lipaz, které mohou katalyzovat tvorbu epoxidii z nenasycenych mastnych kyselin
pomoci perhydrolytického mechanismu. Oproti chemické epoxidaci probiha tento proces
za mirnéjsich podminek a dochazi k tvorbé stabilnich hydroperoxidi pfimo z mastnych
kyselin. Vyhodu enzymatické katalyzy je vysokd stereoselektivita, vyznamné potlaceni
vedlejsich reakei a vysoky stupen konverze. K tomuto tcelu je nejvice vyuzivany rekom-

binantni enzym lipaza Candida antarctica B, téz znamy pod oznacenim Novozym 435.

Tato prace ma za cil otestovat vyuziti imobilizovaného enzymu, konkrétné lipazy Candida
rugosa, pro epoxidaci methylesterii mastnych kyselin. Predmétem experimentalni prace
bylo stanovit aktivitu volné a imobilizované lipazy a ovérit, zda je zvoleny enzym ucinny

pro pripravu epoxidii.
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1 Teoreticka cast

1.1 Enzymy

Pro existenci zivota jsou definovany dvé zakladni podminky, a to schopnost se samovolné
replikovat a selektivné i efektivné katalyzovat reakce [1], resp. pfeménovat jednu formu
energie na druhou [2]. Enzymy jsou predevsim proteiny, které ptsobi jako biokatalyzatory
regulujici rychlost chemickych reakei [1-4], aniz by byly v prubéhu spotfebovany nebo
zménény [4]. Chemické i biologické katalyzatory urychluji reakce na stejném principu,
snizuji hodnotu aktivaéni energie [1-3]. Disponuji vysokou specifitou a téinnosti kataly-
zovanych reakei, nebot je kazda buiika vybavena vlastnim geneticky uréenym souborem

enzymil, coZ umoziiuje koordinované sekvence reakei, tj. metabolické drahy [1-4].

1.1.1 Struktura a charakteristika enzymii

Naprosta vétsina enzymi jsou proteiny, vyjimku tvori nékolik trid katalyticky aktivnich
ribonukleovych kyselin, zvané , ribozymy*“ [1, 3-5]. Enzymy vykazuji globuldrni strukturu,
v nativnim stavu tvori kompaktni sféroidni molekuly, a povahu jednoduchych ¢i slozenych
bilkovin [1, 6]. Enzymy sloZené z jednoduchych bilkovin nepottebuji k ¢innosti dalsi slozky,
kromé svych aminokyselinovych zbytka [1]. Naopak bilkovinna ¢ast slozenych enzymi,
oznacovana jako apoenzym (obr. 1), je katalyticky neaktivni. Apoenzym s navdzanou
nebilkovinnou slozkou, kofaktorem, tvori holoenzym, tj. aktivni enzym [1, 2, 7|. Nékteré
enzymy jsou kovalentné modifikovany dalsimi procesy, jako je fosforylace nebo glykosylace,

které se podili na regulaci jejich aktivity [1, 8.

Kofaktorem mohou byt ionty kovii, organické ¢i metalo—organické molekuly, oznacované
jako koenzymy. Tonty kovii (napt. Cat, Zn?T, Mn?*, Fe?") jsou na apoenzym navazany
pouze po dobu katalyzy nebo trvale [1, 3, 8]. Koenzymy byvaji s enzymem vazdny volné
(napf. NAD(P)*, benzochinony) a vétsina je odvozena od vitamina [1, 3, 8]. Pusobi
jako prechodné nosice specifickych funkénich skupin, resp. asociuji s enzymem jako ko-
substraty [8], a musi byt regenerovény jinou enzymatickou reakei [5]. Enzymy, vyuzivajici
stejny koenzym, obvykle katalyzuji reakce podobnymi mechanismy [2, 9]. Je—li kofaktor
navazan na enzym velmi pevné, ¢asto kovalentné, je oznacovan jako prostetickd skupina.
Prikladem je FAD, hem a cytochromy [1, 3, 5], které je obtizné odstranit bez poskozeni

enzymu [10].
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Obréazek 1: Strukturni komponenty molekuly enzymu

1.1.2 Interakce enzym-substrat

Zcela zasadni pro katalytickou aktivitu enzymu je aktivni misto [1-3], které tvori pouze
malou ¢ast molekuly [2, 6, 7]. Zpravidla se nachdz{ na povrchu ¢éi v tésné blizkosti, je-
likoz musi byt pristupné pro molekuly substratu [9]. Je tvofeno ¢astmi polypeptidového
retézce [11], jehoz terciarni (popf. kvartérni) struktura udava charakteristické prostorové
usporadani tohoto mista [4, 11, 12]. Obvykle vykazuje tvar $térbiny, jamky nebo trhliny,
ktery tvori unikatni t¥irozmérné mikroprostiedi [2, 11]. Povrch je vystldn zbytky aminoky-
selin se substituenty, které se primo tcastni reakce. Tyto funkéni skupiny jsou poskytovany
vazanymi kofaktory ¢i polypeptidovym tetézcem [1, 7, 9, 11]. V nékterych piipadech se

na katalyze podileji zbytky samotného substratu, tj. anchimerickd asistence [12].

Aktivni misto lze rozlisit na dvé Casti, vazebné a katalytické misto [6, 11]. Vazebné misto
obsahuje pTesné rozmisténé funkéni skupiny, napt. —SH, —OH, bazické a kyselé amino-
kyseliny [12], jejichz postaveni strukturné a nédbojové odpovida struktuie substratu [6],
tj. geometrickd a elektronovd komplementarita [1, 5]. Aminokyselinové zbytky mohou
interagovat se substratem pomoci riznych interakci, véetné vodikovych vazeb, van der
Waalsovych sil, elektrostatickych a hydrofobnich interakei [11]. Umoznuje tedy vazbu
a spravnou orientaci substratu vici katalyticky aktivnim skupindm [5, 6, 11]. Katalytické
misto obsahuje prevazné tii aminokyselinové zbytky, které poskytuji katalyticky aktivni

funk¢ni skupiny [5, 12], jez se piimo tcastni na vytvareni a stépeni vazeb [5, 6, 11, 12].

Enzymy, vykazujici povahu slozenych bilkovin, maji na svém povrchu v tésné blizkosti
aktivniho mista lokalizované jesté vazebné centrum k navazani koenzymu. Koenzym zde
vstupuje jako druhy reaktant, kosubstrat [5, 6, 13]. Nékteré enzymy maji na povrchu svych
makromolekul nékolik aktivnich center, ptisobicich nezavisle na sobé. Zbytek molekuly
proteinu hraje roli jako stabilizator aktivniho mista a poskytuje vhodné prostiedi pro

interakci s molekulou substratu [6, 13].

Oligomerni enzymy maji na svém povrchu lokalizované tzn. allosterické centrum, jez neni

soucasti aktivniho mista. Do tohoto centra se mohou véazat efektory, aktivatory nebo
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inhibitory, které indukuji konformac¢ni zmény, ¢imz modifikuji aktivitu enzymu. Tato
regulace je nezbytnd pro udrZeni homeostdzy, nebot umoziuje kontrolu metabolickych

drah [3-5].

Zakladem pro vysvétleni mechanismu enzymatickych reakci je teorie o tvorbé komplexu
enzym-substrat, a to Fischerova a Koshlandova teorie (obr. 2). Fischerova teorie, neboli
"hypotéza zamku a klice” [1, 9], byla navrzena jiz v roce 1894, prestoze v této dobé jesté
nebyla prokazana bilkovinna povaha enzym1 [7, 14]. Tato teorie popisuje specifitu enzymii
jako vysledek komplementarity substratu a aktivniho mista, ktera je zde popisovana jako
zapadnuti klice (substrat) do rigidntho zamku (aktivni misto) [1, 7, 9]. Nicméné, tato
teorie nereflektuje dynamické zmény, které provazi katalytické transformace, napr. vliv

allosterickych ligandu [9].

substrat substrat
A m B m
é b

enzym enzym

Obrézek 2: Grafické znazornéni teorii vzniku komplexu enzym-—substrat (ES). A) Fischeruv
model (,zdmek a kli¢“), B) Koshlandtv model (indukované pfizptisobeni)

Diky pokroc¢ilym technikam, jako je rentgenova krystalografie, byla postupné vyvracena
teorie zcela preddefinované rigidni struktury aktivniho centra [3, 7]. Coz vedlo k rozsiFeni
Fischerovy teorie, kterou predstavil Koshland jako teorii indukovaného prizptsobeni. Dle
této teorie prochazeji enzymy pii interakci s molekulou substratu konformaénimi zménami,
jez umoznuji enzymu , indukovat® substrat do aktivniho mista [2, 7, 9]. Popisuje zachy-
ceni substratu nejprve na jednu funkéni skupinu aktivniho centra a nasledné priblizeni
k druhé skupiné, se kterou se spoji nekovalentni vazbou, dokud neni navizana celd mole-
kula substratu. Timto procesem je postupné utvarena definitivni podoba aktivniho mista
enzymu [6, 11]. Indukované konformacéni zmény byvaji prirovnavany k vlozeni ruky do
rukavice [7, 9]. V souCasnosti existuje konsensus, ze pro nékteré enzymy je Fischeruv
model pomérné blizky skutecnosti, na druhou stranu jiné enzymy interakci se substraty

podstupuji zménu konformace, kterd je vhodnéjsi pro katalytickou reakei [1-3].
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1.1.3 Specifita enzymii

Specifita je charakteristickym rysem enzymi, ktera jim umoznuje se selektivné vazat na
jednu ¢i vice sloucenin a katalyzovat jejich preménu na specificky produkt [6, 9]. Pravé
znamenitd specificnost enzymatickych katalyzatort poskytuje zivym bunkam schopnost
souCasné provadét a nezdvisle kontrolovat Siroké spektrum biochemickych procesu [9].
Existuji dva hlavni typy specifity, substratova a reakéni [15]. VSechny enzymy disponuji
reakcni specifitou, tj. schopnost katalyzovat urcity typ reakce. Nékolik enzymi s rtiznou

specifitou u¢inku proto muze preménovat tentyz substrat na ruzné produkty [5, 6].

Substratovd specifita popisuje schopnost enzymu katalyzovat preménu substratu na spe-
cificky produkt [15]. V aktivnim centru je substrat presné orientovan a vazan ve tfech
bodech [3, 6, 9]. Cimz je substratova specifita zajistovdna na tifech drovnich, mezi které

patii strukturni, regio- [14, 15] a stereospecifita [5, 6, 9].

Enzymy jsou ovSsem pomérné selektivni i na pritomnost chemickych skupin na povrchu
substratu, ¢imz kladou prisnéjsi pozadavky na geometrickou specifitu, nez na stereospe-
cifitu [5]. Mira této specifity je mezi enzymy variabilni, nékteré jsou absolutné specifické,
jiné skupinové [3, 6, 10]. Vétsina enzymu vsSak katalyzuje preménu pouze tzké skupiny
ptibuznych sloucenin, lisi se ale svou u¢innosti [6]. Naopak pro travici enzymy je geome-

tricka specifita spiSe preferenci, jelikoz katalyzuji reakce velkého spektra substrata [5].

1.1.4 Mechanismus a kinetika enzymatické katalyzy

Enzymaticky katalyzované reakce se ¥idi zdkony termodynamiky [3, 10, 16]. Prvni zakon
je popisovan jako zakon zachovani energie, resp. béhem reakce nemtze byt energie vy-
tvoTena ani znicena. Druhy zdkon je cennym néstrojem k urceni termodynamicky piiznivé
reakce, resp. urceni jejtho sméru [3, 10, 16, 17]. Byla zavedena Gibbsova energie (G), téz
volnd energie [17, 18]. Tato funkce stavu kombinuje termin entalpie, ktery méri zménu
tepla pri konstantnim tlaku, a termin entropie, ktery bere v itvahu dilezitost nahodného
pohybu [3, 17]. Zména volné energie (AG) pojednavéd o sponténnosti a tendenci reakce
dospét k rovnovéze [17, 18]. Je definovana jako rozdil energie produktt a reaktanti, tudiz
neni zavisla na molekuldrnim mechanismu transformace [17, 18]. Rozdéleni biochemickych

reakci podle zmény Gibbsovy energie je znazornéno v tabulce 1.
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Tabulka 1: Vyznam hodnoty zmény volné energie (AG)

Hodnota AG  Smeér reakce Popis reakce
kladna -~ endergonicka, anabolicka

0 — vV rovnovaze
ZAporna — exergonicka, katabolicka

Enzymy katalyzuji reakce na stejném principu jako ostatni katalyzatory, a to snizenim
aktiva¢ni energie bez ovlivnéni rovnovahy reakce [5, 11]. Zprosttedkovavaji energeticky
méné narocnou cestu od substrati k produktim, ale neovliviiuji celkovou zménu volné
energie reakce, AG [5]. AvSak mechanismus enzymatické katalyzy je velmi sloZity proces
zahrnujici nékolik kroki [3, 10]. Obecné lze Fict, ze zahrnuje tii zakladni kroky: vazbu

substratu, preménu vazaného substratu na vazany produkt a uvolnéni produktu [4, 11].

K popisu reakéniho mechanismu je prihodné sestrojit diagram ptrechodného stavu, ktery
popisuje zavislost Gibbsovy energie na reakéni koordinété [3-5], viz. obrazek 3. Reakéni
koordinata nema zpravidla presny fyzikalni vyznam, predstavuje pouze postup od reak-
tanti k produkttim. Nicméné, souvisi s mirou transformace vazby, jako je preruseni nebo
vytvoreni nové vazby [3]. Z diagramu je patrné, Ze enzym neovliviiuje AG reakce, ale
pouze energetickou cestu konverze. Na obrazku 3 popisuje AG* aktivacni energii kataly-
zované (ruzova kiivka) a nekatalyzované (zelend kiivka) reakce. Tento vysokoenergeticky

stav odpovidd pravé prechodnému stavu ().

A

P¥echodny stav {

— Y — — — > —_- - — — — — —
(;’E%ﬁ A /}/ 1: \»\
/ \
/ \
/ \
/ \
T / \
AGneka‘c /I i \\

vychozi
latky

E+S ES EST == EP =— E4+ P

Y

reakéni koordinata

Obrazek 3: Diagram prechodného stavu
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Prvnim krokem je priblizeni molekuly substratu k aktivnimu mistu enzymu ve vhodné
orientaci pro jeho navazani [5, 11, 16]. Nasledné dochdzi k odstranéni hydrataéniho obalu
substratu [16] a vytvoreni slabych interakci mezi enzymem a substratem [2]. Ackoliv jsou
tyto interakce slabé, jsou zasadni pro samotnou katalyzu, nebot jejich vytvofenim dochazi
k uvolnéni vazebné (volné) energie [1, 17]. Funkéni skupiny ve vazebném misté tak aktivuji
substrat [11] a vytvafeji enzym-substratovy intermediat (ES), ktery zajistuje spravnou
prostorovou orientaci [14]. Uvolniuje se tak maximélni vazebnd energie a snizuje se akti-
vacéni energie, AG*, ¢imz dochézi ke konverzi komplexu enzym—substrat do prechodného
stavu [1, 11, 17]. Tento stav se vyznaCuje vysokou energii a nestabilitou [6, 11, 17].
Nésledné dochézi ke zhrouceni prechodného stavu na produkt a volny enzym [6], skrze

komplex enzym-produkt (EP) [4, 5, 11, 16].

Kinetika enzymaticky katalyzovanych reakci je oborem enzymologie, jehoz hlavnim
cilem je studium reakénich rychlosti [6, 12]. Pravé kinetické parametry katalyzované
reakce definuji aktivitu enzymu [12]. Aktivita je vyjadfovana jako potfebné mmnozstvi
enzymu k preméné daného mnoZstvi substratu za urcity cas [6] a za danych fyzikdlnich
podminek [12]. Enzymova kinetika se také zabyva faktory a jejich vlivy na aktivitu
enzymi, jako je koncentrace substratu a enzymu, fyzikalné-chemické vlastnosti prostredi

nebo pritomnost efektoru [6, 12].

1.1.5 Nomenklatura a klasifikace enzymu

V soucasné dobé klasifikacni systém, ktery kazdému enzymu pfifazuje jedinetny kéd (EC)
a formalnéjsi systematicky nazev [6, 14], obsahuje sedm t¥id, a to oxidoreduktazy [6, 13],
transferazy, hydrolazy [13, 19], lydzy, izomerazy, ligazy [6, 13, 19] a translokazy [19].
Rovnéz je nezbytné uvadét zdroj enzymu, jelikoz enzymy s totoznou funkei maji i stejné
¢islo EC [6, 14]. Mohou vSak disponovat rozdilnou katalytickou aktivitou, coZ je zptisobeno

odlisnosti v primérni struktute [8, 13, 14].

Lipazy (triacylglycerol acylhydrolazy, EC 3.1.1.3) jsou ubikvitdrni enzymy nélezici do
tridy «,f—hydroléaz [20]. Jednd se o glykoproteiny s molekulovou hmotnosti v rozmezi
20—60 kDa [21]. Primarné hydrolyzuji ve vodé nerozpustné triacylglyceroly s dlouhymi
fetézci mastnych kyselin, coz je odliSuje od esterdz, na volné mastné kyseliny a glyce-
rol [14]. Také mohou katalyzovat esterifikaci, interesterifikaci, acidolyzu, alkoholyzu a ami-
nolyzu [22]. Aktivni misto lipaz se skldada z katalytické triddy, kterd je tvofena kombinaci
ti aminokyselinovych zbytki, podobné serinovym peptiddzam a karboxylesterdzam [14]:

serin (nukleofilni zbytek), asparagova ¢i glutamova kyselina (katalyticky zbytek) a zbytek
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histidinu [20]. Predpoklad4 se, ze aktivni centrum obsahuje dvé vazebna mista, jedno pro
karbonylovou skupinu acylového donoru a druhé pro nukleofilni substrat [23]. Od esteréz
se rovnéz odlisuji pritomnosti hydrofobniho oligopeptidu, tzv.,vika“, které prekryva ak-
tivni misto. Plisobenim na rozhrani vodné a organické faze pravdépodobné dochazi k jeho
pohybu, ¢imz se aktivni centrum stava dostupné pro molekuly substratu, tj. mezifazova

aktivace [14, 24].

Mechanismus hydrolyzy ¢i syntézy estert lze rozdélit do nékolika krokti. Nejprve reaguje
molekula substratu s nukleofilnim zbytkem, tvori tak intermediat, ktery je stabilizovan
katalytickym a histidinovym zbytkem. Nasledné dochazi k uvolnéni alkoholu a tvorbé ko-
valentniho komplexu acyl—-enzym, ktery je atakovan nukleofilem, jako je voda, ¢i alkohol.

Coz vede k tvorbé intermedidtu, ktery se nasledné rozpada na produkt a enzym [14, 20].

1.1.6 Zdroje enzymii

Primyslové vyuzivané enzymy pochazi prevazné z hub a kvasinek, déle z bakterii a pouze
zlomek je zivo¢isného a rostlinného puvodu [14, 25]. Az do 70. let 20. stoleti byla vétsina
ziskdvana z kultur rostlinnych a zivo¢isnych bunék [7]. S rostouci poptavkou a rozvojem

fermentac¢ni biotechnologii vzesly na trhu do poptedi mikrobidlni enzymy [6, 26].

Mezi nesporné vyhody vyuziti mikroorganismi patii produkce velkého mnozstvi enzymi
za kratky cas s konstantnim slozenim mezi jednotlivymi Sarzemi a nizké ndklady [7].
K nadmérné produkci enzymt pozadované aktivity a minimalizaci nezadoucich aktivit
je velkd ¢ast mikroorganismu geneticky modifikovana [14, 21]. Jedineéné vlastnosti mi-
krobidlnich enzymt, jako je stabilita pri rtiznych teplotach a tolerance vici sirokému
rozsahu pH, jsou vyuzivany pro priumyslové aplikace a komeréni zajmy [6, 21, 25, 26].
K vyrobé primyslovych mikrobidlnich enzymt byvaji nejcastéji vyuzivané houby rodu
Aspergillus a Trichoderma, bakterie rodu Bacillus [26, 27], vlaknité bakterie rodu Strep-
tomyces [14, 26] a kvasinky rodu Saccharomyces a Candida [14, 21, 28].

Zatimco enzymy rostlinného a zivocisného piivodu jsou lokalizovany v jednom organu
nebo tkani, jako je slinivka brisni, jatra, ledviny, ¢asti rostlin, tak zbyly material tvori
odpad. Potencidlné mohou obsahovat vice skodlivych slozek (viry, priony), coz lze do jisté
miry prekonat pouzitim bunéénych kultur. Mezi hlavni negativa téchto zdrojt patii casova

a ekonomicka naro¢nost nasledné extrakce a purifikace a také etické problémy [7, 14, 25].

Vyznamny pokrok genového inzenyrstvi umoznil spojeni mutaci z riznych bunécnych linii

a eliminaci ndhodnych mutaci, které mohou negativné ovlivnit vlastnosti nebo rychlost
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syntézy pozadovaného enzymu. Genetickou modifikaci lze dosdhnout rychlejsi syntézy
a lepsi teplotni i pH stability. Pomoci rekombinantni technologie je v soucasné dobé

vyrdbéna vétsina enzymu pouzivanych v enzymatickych procesech [7, 26].

1.1.7 Imobilizace enzymii

Imobilizace enzymit je technika Siroce pouzivana v rtznych oblastech, véetné biotech-
nologie, lékarstvi a potravinarského pramyslu, ke zvyseni stability enzymi, usnadnéni
jejich regenerace a opakovaného pouziti [14]. Tento proces zahrnuje ukotveni enzymu
na pevné nosice nebo v matricich, ¢imz lze zabranit jejich diftzi nebo vyluhovani do
okolntho média [29]. Pro komeréni vyuZiti jsou zejména vhodné imobilizované enzymy;,
které se vyznacuji vyhodami, jako je aktivita pfi rizném pH a teploté, enantioselektivita,
vysoka tucinnost, snadnd vyroba, vysoka substratova specifita, ekologicka udrzitelnost,
biodegradabilita a biokompatibilita [10, 15, 26, 28-33]. Pro imobilizaci je vyuzivdno vice
metod, z nichz kazda disponuje uré¢itymi pozitivy a negativy. Vybér zpiisobu imobilizace
enzymu je zalozena na specifickych pozadavcich pro danou aplikaci a kompromisu mezi

stabilitou, aktivitou, dostupnosti a cenou [10, 14].

Adsorpce je jednoducha, reverzibilni a Siroce pouzivanda metoda. Zahrnuje fyzikalni
vazbu enzymu na povrch pevnych nosi¢i prostfednictvim nekovalentnich vazeb, jako
jsou vodikové mistky, van der Waalsovy sily, hydrofobni a elektrostatické interakce.
Casto jsou pro vytvoreni slabého kontaktu mezi enzymem a nosi¢em pouzivané
tzv. spacery (prostiedniky), napf. hexamethylendiamin. Mezi vyhody adsorpce patii
jeji jednoduchost, nizka cena a mirné podminky imobilizace. Navic umoznuje snadnou
obnovu a opakované pouziti enzymiu. Hlavni nevyhodou je vsak moznost desorpce
enzymu v Case (napf. zménou pH, teploty, iontové sily), coz muze omezit stabilitu

a opakovanou pouzitelnost imobilizovanych enzymu [6, 14, 26, 28, 31, 33].

Kovalentni vazba je stabilnéjsi a trvalejsi zptisob imobilizace. Zahrnuje tvorbu kovalen-
tnich vazeb mezi enzymy a pevnymi nosi¢i nebo matricemi [6, 31, 32]. Tato technika se
sklada ze tri krokt: aktivace nosic¢e, navazani ligandu a blokace rezidualnich funkénich
skupin [28]. Kovalentni vazba nabizi kontrolu nad orientaci a hustotou imobilizovanych
enzymi, coz muze ovlivnit jejich katalytickou aktivitu [33]. Mezi hlavni vyhody patii
pevné spojeni, snadné interakce se substraty a zvySena tepelnd stabilita [26, 31]. AvSak
nevyhodou kovalentni vazby je ¢astecné pozménéni aktivnich struktur, které muize byt
zpusobeno chemickou modifikaci enzymu nebo nosice. Coz miize mit za néasledek snizenou

aktivitu enzymu nebo omezenou dostupnost substrati [6, 26, 32].
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Zesitovani je zvlastnim typem kovalentni vazby, zahrnuje tvorbu kovalentnich vazeb mezi
molekulami enzymu, bud pifmo, nebo s pomoci sitovaciho ¢inidla, coz vede k vytvoreni
trojrozmérné sité [14, 28]. K tomuto ucelu se pouzivaji bi— nebo polyfunkéni ¢inidla,
zejména napt. glutaraldehyd [6, 26, 34], derivat meleimidu a isokyanat [33], alternativou je
napf. polyaldehyd dextranu [32]. Tato metoda nabizi zvySenou stabilitu enzymu, odolnost
proti denaturaci a lepsi provozni vlastnosti [14, 33]. Agregéty zesiténych enzymu (CLEA)
jsou jednim piikladem tohoto p¥istupu, kde dochézi k nedenaturacni agregaci a zesifovan{
pomoci vhodného ¢inidla [14, 35]. Zesifovdni viak muZe vést ke sniZen{ aktivity enzymu
a branit prenosu hmoty, coz omezuje dostupnost substratu k aktivnim mistim [6, 35].

Sitovaci ¢inidla taktéz mohou pusobit toxicky nebo zménit selektivitu enzymu [14, 35].

Zachyceni a enkapsulace. Zptisoby zachyceni, tzv. entrapment, a enkapsulace zahrnuji
zadrzeni enzymu uvniti polymerni matrice ¢i membrany. Pii enkapsulaci jsou enzymy
zapouzdreny v semipermeabilni membrané, zatimco pri zachyceni jsou fyzicky zachyceny
v matrici [6, 28]. Polymerni sité jsou tvorené predevsim z chitosanu, polyakrylamidu,
algindtu, celulézy, polyuretanu a dalsich polymerti. Tyto metody poskytuji enzymtm
ochranné prostredi, které je chrani pred nepriznivymi reakénimi podminkami a stabili-
zuje jejich strukturu [32, 33]. Zachyceni a enkapsulace nabizi vysokou kapacitu naplnéni
a snadnou obnovu enzymu [26]. Hlavni nevyhodou je omezend diftize zptisobend matrici,
coz muze snizit dostupnost substratu a reakéni rychlosti [6, 15, 26, 35]. Tyto vlastnosti

jsou spolecné s adsorpci.

Chelatace zahrnuje vazbu enzymu na pevné nosic¢e prostrednictvim koordinace kovovych
iontti. Kovové ionty, jako je vapnik, méd nebo zinek, interaguji se specifickymi aminoky-
selinovymi zbytky enzymu a vytvareji stabilni komplexy enzym—kov. Tyto organokovové
kostry (z angl. Metal-organic frameworks, MOFs) tvori trojrozmérné porézni krystaly,
proto je mozné chelataci oznacit za zvlastni typ metody zachyceni. Tato metoda umoznuje
zachovani aktivity enzymu v sirokém rozsahu podminek, kontrolu nad mistem imobilizace
a orientaci enzymu, resp. nabizi vysokou stabilitu. Avsak dostupnost vhodnych kovovych

iontu a jejich kompatibilita s danym enzymem mohou byt limitujicimi faktory [31, 32].

1.1.8 Vyuziti enzymu

Enzymy hraji klicovou roli pti rozvoji ekologicky Setrnych postupt napti¢ pramyslovymi
odvétvimi. V oblasti potravinafstvi jsou vyuzivany pii vyrobé rybi omécky [26, 306],
masnych produktu [21, 26, 37, 38|, syru a bezlaktézovych vyrobku [14, 26, 32, 38, 39],
piva a whisky [40, 41] a zpracovani ovocnych §tav [14, 26, 32].
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Ve farmaceutickém prumyslu slouzi k vyrobé beta-laktamovych antibiotik [42]. Enzymy
maji také Siroké spektrum aplikaci v lékarstvi a diagnostice, kde slouzi k 1é¢bé rtznych
genetickych a metabolickych onemocnéni a rakoviny [43]. Terapeutické enzymy slouzi
také jako trombolytika a antikoagulancia [37, 43, 44]. Lipaza Candida rugosa se vyuziva

k syntéze lovastatinu, ktery snizuje hladinu cholesterolu [37].

V textilnim prumyslu vykazuji enzymatické procesy pozitivni vliv na tupravu textilii,
zvysuji mékkost a usnadnuji barveni [14, 21, 37]. Napiiklad lipazy a protedzy jsou béznou
soucasti Cisticich a pracich prostfedku [21, 26, 37, 42]. V oblasti vyroby papiru prinéseji
vyhody, jako je vyssi bélost, snizeni mnozstvi chemikalii a znec¢isténi [14, 21, 37, 45].
Biokatalyzatory nachézeji uplatnéni i v oblasti primyslové chemie [14, 21, 26, 37, 42, 45].

Vyuziti enzymt v oblasti oleochemie je popsano v nasledujicich kapitolach 1.2.2 a 1.2.3.

1.2 Oleje a tuky

Oleje a tuky jsou jednoduché lipidy slozené z alkoholu a kyseliny, konkrétné z esterti
glycerolu a tif mastnych kyselin (MK) [1, 4]. Tyto lipidy, téz nazyvané triacylglyceroly,
se dale déli na jednoduché, obsahujici pouze jeden typ MK, a smisené acylglyceroly, které
obsahuji vice typa MK [1]. Triacylglyceroly jsou nepolarni, viskézni a ve vodé nerozpustné
slouceniny [4]. Pfislusné mastné kyseliny jsou az na vyjimky nevétvené se sudym poctem

atomil uhliku. Obecné se MK déli podle:

o délky uhlikového Tetézce, tedy poctu atomu uhliku (C), na kratké (méné nez C6),
stfedné dlouhé (C6—-C12), dlouhé (C14—C20) a velmi dlouhé (nad C20),

e mnasycenosti na nenasycené a nasycené mastné kyseliny.

Nasycené mastné kyseliny jsou charakterizovany dlouhymi nevétvenymi tetézci. Mezi
nejcastéjsi nasycené MK patii kyselina méselnd (C4), laurova (C12), myristova (C14),

palmitova (C16), stearova (C18) a arachova (C20) [1, 4, 5].

Naopak v Tetézci nenasycenych mastnych kyselin se vyskytuje jedna nebo vice dvojnych
vazeb, jsou tzv. mono— ¢i polynenasycené. V polynenasycenych MK jsou dvojné vazby
vzdy lokalizovany na kazdém tfetim atomu uhliku, jsou tzv. izolované. Je—li fetézec
¢islovan od karboxylového konce (tzn. a—uhliku), pak je uvddéna pozice uhliku nesouciho
dvojnou vazbu jako A. Naopak u ¢islovani od methylového konce je prislusny atom uhliku
zapisovan jako w [4, 5. Priklady nenasycenych MK jsou uvedeny v tabulce 2. V prirodé
se tyto MK vyskytuji nejcastéji v cis konfiguraci, kde jsou substituenty na stejné strané,

zatimco trans—izomery jsou soucasti ztuzenych tuku [1, 4, 5].
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Tabulka 2: Priklady nenasycenych mastnych kyselin

Pocet atomii Trividlnd nizev Poloha dvojnych vazeb od:
uhliku:dvojnych vazeb w-uhliku a-uhliku
C16:1 Palmitolejova w7 A9
Ci18:1 Olejova w9 A9
C18:2 Linolova w6 A9, 12
C18:3 a-linolenova w3 A9, 12
C20:4 Arachidonova w6 Ab, 8,11, 14

Tuky jsou pevné, jelikoz ve strukture prevazuji dlouhé nasycené retézce, které mohou
vytvaret vétsi mnozstvi Van der Waalsovych sil, coz vede ke vzniku pravidelné polokrys-
talické struktury [4, 46]. Oleje jsou visk6zni kapaliny a jejich struktura je prevazné tvorena
nenasycenymi mastnymi kyselinami. Pfitomnost dvojné vazby v cis konfiguraci zptsobuje
zaktiveni prostorového usporadani molekuly, coz vede ke vzniku méné pravidelné a vice
dynamické struktury [4, 5, 46]. Bod tani tuki a oleju roste s rostoucim poctem atomii
uhliku v nasyceném tetézci [5, 46] a klesd s rostoucim stupném nenasycenosti, resp. po¢tem

dvojnych vazeb [4, 5, 46].

Tuky jsou spojovany zejména s zivocisSnymi zdroji, zatimco oleje s rostlinnymi. Rostlinné
oleje a tuky jsou ziskdvany predevsim ze semen jednoletych rostlin, napt. fepka olejka,
slunec¢nice. Dalsim nepostradatelnym zdrojem jsou plody olejodarnych stromi, mezi néz
patii napft. kokosovnik ofechoplody, palma olejnd, olivovnik. Nespornou vyhodou téchto
stromu je nenarocnost na péstovani a dlouhovékost v ramci desitek let. Tyto zdroje jsou
bohaté na nenasycené tuky, véetné mono— a polynenasycenych tuki, které jsou spojovany
s mnoha zdravotnimi ptinosy. Zivotisné tuky disponuji prevazné nasycenymi MK a jsou

ziskdvany z tkani ¢i produktu zvitat, jako je dobytek, prasata a ovce [47].

1.2.1 Vyuzity olejti a tuki

Tuky a oleje nachéazeji vyuziti v riiznych odvétvich primyslu diky svym unikatnim vlast-
nostem. V potravinarstvi jsou nepostradatelnou surovinou, lze tak je rozdélit na jedlé
a nejedlé. Oleje, napt. olivovy, slune¢nicovy a fepkovy, se pouzivaji od smazeni po vyrobu
dresinktt a majonézy, ¢imz pfidavaji jidlu charakteristickou chut a texturu. Navic tuky,
jako maslo a sddlo, zlepSuji chut a texturu peciva [48]. V kosmetickém primyslu jsou,
napi. mandlovy a makadamovy olej a kakaové madslo, souc¢asti produktii pro péci o plet

diky jejich hydrataénim a zjemnujicim vlastnostem [49].
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Pfemény rostlinnych olejii se miize uc¢astnit bud esterovd skupina, nebo dvojnd vazba

mastnych kyselin:

o Esterova funkéni skupina miuze byt predmétem hydrolyzy ¢i transesterifikace.

Hydrolyzou triacylglycerolt vznika glycerol a mastné kyseliny, jejichz karboxylova
skupina se stava dostupnou pro dalsi reakce [22]. Mohou tak byt pfeménény na
estery, alkoholy [50], aminy [51, 52] a amidy [52] MK. Napriklad alkoholy MK slouzi
jako surfaktanty [53].
Transesterifikaci mastnych kyselin vznikaji methylestery MK, tzn. biodiesel, ktery
je nejznaméjsim produktem premény rostlinnych oleji. Biodiesel ma mnoho vyhod
oproti konvenénimu naftovému palivu, véetné snizeni zavislosti na fosilnich palivech
a nizsich emisi (CO4 a SO,). Je netoxicky a biologicky odbouratelny [54, 55]. Pfimé
pouziti rostlinnych oleji v palivovych motorech je vzhledem k jejich vysoké viskozité
problematické, jelikoz mize vést k tvorbé usazenin ve vstiikovaci paliva [46, 53].

« Dvojna vazba nenasycenych MK, resp. jejich methylesterii, muze byt predmétem
hydrogenace [50] a epoxidace [52, 54]. Epoxidy MK nachézeji uplatnéni v prumyslu
polymert jako stabilizatory a plastifikdtory. Také slouzi jako vstupni surovina
syntézy polyuretant, karbonylovych sloucenin a polyalkoholu [51, 56, 57] nebo jako

lubrikanty [58].

Vedlejsim produktem zminénych reakei je glycerol, ktery po precisténi nachazi uplatnéni
v potravinarském [59], farmaceutickém [60] a kosmetickém praumyslu [47, 59, 60]. Slouzi
jako vstupni surovina vyroby polyuretanu, polyesteru ¢ propylen glykolu [52, 53, 61].
Vzhledem k zaméteni prace budou kapitoly transesterifikace (1.2.2) a epoxidace (1.2.3)

rostlinnych olejii vénovany predevsim popisu enzymatické katalyzy.

1.2.2 Enzymaticka transesterifikace rostlinnych olejt

Transesterifikace zahrnuje sérii po sobé jdoucich reakci olejii s alkoholem, zejména met-
hanolem a ethanolem [55, 62], jako meziprodukty vznikaji di—/monoglyceridy [62]. Muze
byt katalyzovéna kyselinami, zdsadami nebo enzymy [63, 64]. V komerc¢ni vyrobé prevlada
bazické katalyza, kterd je rychld a dosahuje vysokych vytézku [59, 63]. Mezi jeji hlavni
nevyhody patii napt. tvorba mydla [63], senzitivita na pritomnost vody a vysoka spotfeba

energie [47, 59, 62].
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Nevyhody konvencénich chemickych metod vedly k rozvoji vyuziti enzymt, predevsim
lipdz, jako katalyzatoru transesterifikace [63, 65]. Enzymatickd transesterifikace nabizi
vyhody, jako je vysoky vytézek a cistota biodieselu, tolerance viici obsahu vody a volnych
MK v oleji, jednodussi vyrobni procesy, nizsi spotfeba energie, snadna separace a recyk-
lace enzymu [63, 64]. Nicméné nevyhodou této metody je podstatné nizsi reakéni rychlost
oproti bazicky katalyzované transesterifikaci [47, 59, 65], citlivost lipdz na pfitomnost vy-
soké koncentrace methanolu [59, 63, 66] a finan¢ni nédklady, spojené zejména s komerénimi
enzymy [67]. Nejcastéji se pouzivaji imobilizované lipazy, coz umoznuje jejich opakované
vyuziti a napomaha prekonat nedostatky, jako je rezidualni aktivita enzymu a ekonomické
naklady [65]. Vysokého stupné konverze (pres 90%) bylo dosazeno u imobilizovanych lipaz,

napr. Burkholderia cepacia [68], Candida rugosa [69-71] a Candida antarctica [72].

1.2.3 Enzymaticka epoxidace rostlinnych oleja

Epoxidace rostlinnych olejii a z nich pfipravenych esterti ziskala v poslednich letech
vyznamnou pozornost diky svému potencialu pro vyrobu cennych sloucenin s rtznymi
prumyslovymi aplikacemi [73, 74]. Mechanismus epoxidace je zaloZen na tvorbé peroxo-
kyseliny pomoci prislusného katalyzatoru a oxidovadla, ze které je prenasen atom kysliku
na dvojnou vazbu a tvori oxiran [66, 73-76]. Epoxidova funkéni skupina se vyznacuje
znacnou reaktivitou, kterd je zptuisobena pnutim v oxiranovém kruhu [51]. Obecné plati,
ze vétsitho mnozstvi oxiranu se dosdhne s oleji s vySSim obsahem nenasycenych MK [51,
73]. Na rozdil od tradi¢nich chemickych metod, které zahrnuji vice reaktant a generuji
odpadni produkty, predstavuje enzymaticka epoxidace udrzitelnéjsi a ekologictéjsi alter-

nativu [51, 66, 73].

Prednosti enzymt je, ze jsou biologicky odbouratelné a vykazuji vysokou selektivitu
k uréitym substrattim, coz umoznuje produkci pozadovanych epoxidii s vysokou ¢istotou,
tedy s miniméalnim mnozstvim vedlejsich produktu [67, 77, 78]. Navic probihaji za mirnych
podminek [77, 78], véetné pokojové teploty a atmosférického tlaku [74], coz minimalizuje

spotfebu energie a provozni néklady [77].

Avsak enzymatickd epoxidace méa i sva omezeni, obdobna enzymatické transesterifikaci
(nizkd reakéni rychlost, denaturace, ztrata katalytické aktivity, vysoka cena). Nicméné,
metody proteinového inZenyrstvi [79, 80], imobilizace a techniky recyklace prinédseji slibné
vysledky pfi zlepsovani vykonu enzymu a tc¢innosti reakce [73, 81]. Jednou z hlavnich
vyzev je dostupnost vhodnych enzymt, které jsou schopné efektivné katalyzovat epoxi-

daci. Volba enzymu je zavisla zejména na jeho substratové specifité a katalytické aktivité.
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Enzymy s vyssi regio— a stereoselektivitou, stejné tak stabilitou a recyklovatelnosti, jsou
zvlasté zadouci [51, 67, 73, 74]. Parametry, jenz jsou zminéné v nésledujicich odstavcich,
a dalsi reakéni podminky ovliviiujici enzymatickou epoxidaci shrnuje tabulka 3. Tvori tak

prehled dosavadnich vybranych studii enzymatické epoxidace rostlinnych oleji.

Nejvice studovanym a pouzivanym enzymem je lipaza Candida antarctica B, zejména
v imobilizované formé jako Novozym 435 [56, 57, 66, 74, 76, 78, 82-86]. Lipazy obsahuji
v aktivnim centru katalytickou triddu [23], viz. kapitola 1.1.5, a mohou hydrolyzovat
triacylglyceroly na glycerol a volné mastné kyseliny, jez mohou dale reagovat s peroxidem
vodiku a vytvaret tak peroxokyseliny (obr. 4). Naslednd epoxidace dvojné vazby probiha

bez enzymatické asistence, ¢asto byva oznacovana jako samo—epoxidace [23, 56, 58].

methyloleat kyselina olejova kyselina peroxoolejova

- reakce
O H,O, CH;O0H 0] H,O0;  H,0 0]

\ 2 \ 1 katalyzované
V:*/Hk _CHs W 0 W _OH lipdzou
7 Y 7 7 OH 7 7 O

epoxidace

nekatalyzovana

o o o reakce

CH; w CH;

methyl 9,10—-epoxyoledt methyloleat

Obrazek 4: Enzymaticka samo—epoxidace methyloleatu

Vliv teploty a koncentrace peroxidu vodiku. Teplota a koncentrace peroxidu vodiku
jsou klicové parametry, které ovlivnuji rychlost reakce a preménu substratu. Nizsi teploty
(~20 °C) a stredni koncentrace peroxidu vodiku, molarni pomér HyO,/C=C v rozmezi
3:1-6:1, maji minimalni vliv na aktivitu enzymu [58, 67, 84], zatimco vysoké koncentrace
(vice nez 6:1 HyO,/C=C) za zvysené teploty (nad 50 °C) vedou k linedrnimu poklesu jeho
stability a efektivity [58, 73, 84]. Postupny a kontrolovany ptidavek peroxidu vodiku se
osveédcil k udrzeni stability enzymu [58, 87], naopak pokusy jej nahradit (napf. moc¢ovina—
peroxid vodiku [67], t—butylhydroperoxid [88]) nejevily rozdil v inaktivaci enzymu [77].
Teploty nad 50 °C mohou vést k rozkladu peroxidu vodiku, poklesu ¢i ztraté aktivity
enzymu [56, 73], vlivem pfijeti otevienéjsi konformace [56, 67]. Nicméné, lipaza Candida
antarctica B projevila ur¢itou stabilitu i nad 50 °C [56]. U imobilizovanych lipaz je aktivita
zvlasté ovlivnéna pri teplotach nad 60 °C v pritomnosti peroxidu vodiku, coz zdiraznuje
nepriznivych vliv vysokych koncentraci peroxidu vodiku a zvysSenych teplot na efektivitu

lipazy [67, 73, 87].
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Pridavek volné mastné kyseliny do reakéni smési zvysuje vytézek epoxidace a potlacuje
pripadné vedlejsi reakce [76, 82|, jako je hydrolyza a dihydroxylace reakénich produktii

(mono- a diglyceridii), které mohou snizovat kvalitu vysledného produktu [73].

Vliv rozpoustédla. Vétsina dosavadnich studii [51, 56, 58, 67, 73, 74, 82, 86, 89]
zameérenych na enzymatickou epoxidaci vyuziva ke snizeni inaktivace enzymu nepolarni
organicka rozpoustédla, ktera snizuji pfimy kontakt mezi enzymem a oxidovadlem. Cimz
zvysuji stabilitu enzymu a kinetiku reakce a umoziiuji opakovatelné pouziti [58, 73, 83].
Toluen [57, 66, 76, 78, 84-86] a dalsi organickd rozpoustédla, jako je ethylacetét [22]
nebo dichlormethan [56], vykazuji uspokojivé vysledky, presto by mélo byt jejich
pouziti zvazeno s ohledem na souvisejici naklady vyroby, pouzivani a likvidace [73, 89].
Bezrozpoustédlové procesy eliminuji potiebu dalsich chemikdlii, jsou enviromentalné
vyhodné, ale mohou vést ke ztraté aktivity enzymu [67, 74, 82, 83]. Nicméné, Novozym
435 prokazal v bezrozpoustédlovém systému vynikajici znovupouzitelnost a zachovani

enzymatické aktivity [74, 82, 83].
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Tabulka 3: Prehled reak¢nich podminek vybranych studii zabyvajicich se enzymatickou epoxidaci rostlinnych oleju

LC

Enzym Substrat Te;o)g) ta, ngl’ Pﬁdla(;‘;lélir::; stné Oxidovadlo Rozpoustédlo MnoZstvi enzymu Oii‘fﬁy, Kon\;zrze’ Ref
- 84
sojovy olej 35 24 kys. olejova (8 % hm.) H,0, (MP 2:1) - 4 % hm. 400 99 [82]
kys. stearovd (8 % hm.) 99
sojovy olej (ME) 55 24 kys. behenovd (0,01 mol) 14 g 35% H,0, toluen 0,4 % hm. 800 6.75 [66]
fepkovy olej 91
slune¢nicovy olej s e 0,0E) mol 88 B
RT 16 rizné (5 % mol.) H,0, (MP 1,5:1) toluen C=C/g - [76]
sojovy olej enzymu 93
Inény olej 96
Novozym 435 hroznovy olej (ME) 45 16 kys. laurova (1 mmol) 30% Hy0, (1 ml) toluen, voda 100 mg 250 99 [78]
SMSO 50 7 kys. stearova H,0, (MP 4:1) toluen 2 % hm. 800 90.2 [84]
TOFA 14 5.5 - H,0, (MP 2:1) - 3,3 % hm. 450 73 [74]
sojovy olej 50 24 kys. olejové (8 % hm.) H,0, (MP 2:1) toluen 4 % hm. 350 98 (85]
slunecnicovy olej (ME, 1 g) 30 24 . sz, ({0 xumgl) 30% Hy04 (1 ml) CH,Cl, 100 mg - 9% [56]
- CH,Cl,/H,0 99
hroznovy olej (ME, 1 g) 45 16 - 30% Hy0, (1 ml) toluen 100 mg 130 96.67 [86]
sojovy olej 40 5 - 30% Hy0, (MP 1,5:1) toluen 4 % hm. 200 91 [57]
TOFA 42 7 - 32% H,0, (MP 1,9:1) - 3 % hm. 450 815 [83]
lipdza Candida sp. 16.4
lipaza Candida rugosa 15 000 X
lipdza Mucor javanicus TOFA 42 7 - 32% Hy05 (MP 1,9:1) - L[%é)ll(:‘),gg 450 x (83]
lipdza Rhizopus niveus X
lipaza Porcine pancreas X
Collamonoisens ook (01 man 30 05 : 125 mM H,0,  aceton, PBS (pH7)  0.25:0.4 : 06-07  [s0)
PSCI-Amano lipaza . . 2 0 ‘ 0
Burkholderia cepacie kyselina olejovd, methyloledt 55 3 - 0,2 % hm. HyO, ethylacetat 10 % hm. 150 88 [22]
peroxygendza Avena sativa methyloledt 20 24 - t-butylhydroperoxid HEPES - - 93.9 [88]
kyselina olejova 99.8

Vyznam zkratek: laboratorni teplota (RT), nedefinovano (-), zddny produkt (x), moldrni pomér HyOs ke dvojné vazbé (MP), methylester (ME), imobilizovand lipdza Candida antarctica B (Novozym 435)
talovy olej (TOFA), N-2-hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonova kyselina (HEPES), Amano lipdza PS imobilizovand na keramice (PSCI), ostropestiecovy olej (SMSO, Silybum marianum L. seeds oil)



2 Experimentalni ¢ast

2.1 Chemikalie a materialy
Ptistoje a pomiicky:

o Analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments GmbH, Géttingen, Némecko)

« Rotétor Bio RS-24 (Biosan, Riga, Lotyssko)

o Thermo—-Shaker TS-100 (Biosan, Riga, Lotyssko)

o Magneticky separator (Invitrogen™ ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA)

o pH metr Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)

o Centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

« UV/Vis spektrofotometr Libra S22, Peltieruv termostat (Biochrom, Cambridge,
VB)

 Spektrofotometr PowerWave™ HT, software Genb (BioTek, Vermont, USA)

o Infracerveny spektrometr s Fourierovou transformaci Nicolet iS50, software Omnic

(ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA)
« Mikropipety (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
« Mikrotitraén{ desticky, 96 jamek (PP, P-Lab, CR)

Chemikalie:

¢ Deionizovand a ultraéistda voda

o Enzym lipdza Candida rugosa Type VII, >700 1U/mg (Sigma Aldrich, Missouri,
USA)

« Kyselina chlorovodikové — 36% (Penta, Chrudim, CR)

o Tris(hydroxymethyl)aminomethan — Tris, Cistota p.a. (Sigma Aldrich, Missouri,
USA)

e 4-nitrofenylbutyrat — NPB, >98% (Sigma Aldrich, Missouri, USA)

 Jodistan sodny (NalO,) — Cistota p.a.(Sigma Aldrich, Missouri, USA)

» Dodekahydrat hydrogenfosforetnanu sodného — ¢istota p.a.(Lachner, Neratovice,
CR)

o Dihydrat dihydrogenfosforetnanu sodného — ¢istota p.a.(Lachner, Neratovice, CR)
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Glutaraldehyd — 50% (Sigma Aldrich, Missouri, USA)

Standard methylesteru kyseliny olejové — 99% (Sigma Aldrich, Missouri, USA)
Methylester Fepkového oleje (MERO) — 57,2 % ME kyseliny olejové
Peroxid vodiku — 30% (Penta, Chrudim, éR)

Magnetické castice:

o Magneticka makroporézni perlova celuléza — porozita 200, —OH funkcni skupiny,
velikost Castic 80—100 pm, stabilizovand v 0,05% NaNjz; (IONTOSORB, Ust{ nad
Labem, Cesk4 republika)

Roztoky:

e 0,1M fosfatovy pufr pH 7,3

. 0,2M NalO,

e 2,5% glutaraldehyd v uhli¢itanovém pufru (0,1M, pH 9,4)

o Zasobni roztok lipazy C. rugosa (2 mg/ml) ve fosfatovém pufru (0,1M, pH 7,3)
 Zésobni roztok 50mM NPB (v acetonitrilu)

e 0,1mM Tris—HCI pH 7.4

« 0,1M HCI

2.2 Imobilizace lipazy Candida rugosa

2.2.1 Imobilizace lipazy na magnetickou makroporézni perlovou ce-

lulézu

Imobilizace na magnetické ¢astice makroporézni perlové celulozy sestavala ze dvou kroki,
oxidace hydroxylovych funkénich skupin ¢astic a nésledného navazani enzymu. Nejprve
bylo pomoci magnetického separatoru odebrano 500 nl sedimentovaného nosice, ktery byl
10x promyt ultracistou vodou, aby byl odstranén stabiliza¢ni roztok. K sedimentovanému
nosici bylo poté napipetovano 500 pl oxida¢niho roztoku 0,2M NalO,, nasledovala inku-
bace 90 min pri laboratorni teploté ve tmé za mirného otaceni. Po oxidaci byly ¢astice
10x promyty ultracistou vodou. K ¢asticim byl nésledné pridan roztok 125/250/500 pg
lipdzy v 1 ml fosfatového pufru (0,1M, pH 7,3). Takto pfipravend smés byla inkubovana,
18 h pti 4 °C na rotatoru. Nasledné byl odstranén supernatant a ¢astice byly 10x promyty
fosfatovym pufrem (0,1M, pH 7,3), ve kterém byly ¢astice s imobilizovanou lipazou pro

dalsi pouziti skladovany pti teploté 4 °C.
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2.2.2 Imobilizace lipazy na jamky mikrotitracni desticky

Povrch jamek mikrotitrac¢ni desticky byl nejprve upraven roztokem 2,5% glutaraldehydu
v 0,1M uhli¢itanovém pufru pH 9,4 (200 ul/jamka). Po 2hod inkubaci pri laboratorni
teploté byl tento roztok odstranén. Do jamek bylo napipetovano 200 pl roztoku lipazy
o koncentraci 75/100/150/200 pg ve fosfatovém pufru (0,1M, pH 7,3). Nésledovala inku-
bace 20 hod pri teploté 4 °C. Nasledné byla desticka promyta nejprve 5x destilovanou
vodou, poté 5x roztokem fosfatového pufru (0,1M, pH 7,3). Takto imobilizovana lipdza

byla skladovana pro nésledné vyuziti ve fosfatovém pufru (0,1M, pH 7,3) pfi teploté 4 °C.

2.3 Méreni hydrolytické aktivity lipazy

Pro kazdou sérii méreni byl pripraven cerstvy zasobni roztok p—nitrofenylbutyratu
(NPB) v acetonitrilu o koncentraci 50 mM. Tento zasobni roztok byl déale zfedén na
pozadovanou koncentraci pro 1 ml reakéni smési, obsahujici solubilni ¢i imobilizovanou
lipdzu a Tris—HCl (0,1mM, pH 7,4). Aktivita enzymu byla méfena monitorovanim
produktu, p—nitrofenolu, enzymatické hydrolyzy p—NPB v prostiedi Tris—HCI pti 37 °C.
Absorbance byla mérena pri 405 nm po celkovou dobu 60 min v intervalech 2 minut na
UV/Vis spektrofotometru Libra S22 s Peltierovym ¢lankem nebo spektrofotometru
PowerWave™ HT. Nésledné byly hodnoty graficky zpracovany v programu Excel.

Roztoky obsahujici 0,05/0,1/0,2/0,5/0,75/1/2 a 5 png/ml lipazy v Tris-HCI byly ptipraveny
do jamek mikrotitracni desticky, které byly temperovany na 37 °C. K témto roztoktim
bylo nasledné napipetovano prislusné mnozstvi NPB, aby jeho koncentrace v 200 ul byla
0,25/0,68/1,1 mM. Prubéh vsSech reakei byl proméfovan soucasné na spektrofotometru

PowerWave™ HT se softwarem Genb.

2.3.1 Aktivita imobilizované lipazy

Aktivita lipazy imobilizované na magnetickych casticich

Méfeni bylo provadéno na UV /Vis spektrofotometru Libra S22 s Peltierovym ¢lankem.
Proméreno bylo 6 reakénich smési o objemu 1 ml a koncentraci imobilizované lipdzy na
magnetickych ¢asticich 5, 10, 12,5, 20, 25 a 50 pg/ml v Tris—HCl a 0,75 mM NPB pri
teploté 37 °C. Do kyvety bylo napipetovano prislusné mnozstvi Tris—HCl a 0,75 mM NPB,
po promeéreni absorbance byl tento roztok okamzité prenesen do mikrozkumavky typu
Eppendorf obsahujici magnetické ¢astice s imobilizovanou lipazou o prislusné koncentraci.

Tyto mikrozkumavky byly umistény na trepacku Thermo—Shaker T'S-100, kde byla reakéni
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smés v ¢asovém intervalu 2 min temperovana (37 °C) a michana (450 rpm). Kazdé 2 min
byl roztok bez magnetickych ¢astic, které byly separovany magnetickym separatorem,
prenesen do kyvety k métreni. Takto probihalo méteni po dobu 60 min ¢i do prekroceni

pristrojem méritelné absorbance.

Aktivita lipazy imobilizované na jamky mikrotitracni desticky

Mnozstvi roztoku 0,75mM NPB a Tris—HCI bylo prizptisobeno objemu 200 pl. Méteni
pribéhu reakce bylo provedeno na spektrofotometru PowerWave™ HT| s integrovanym
softwarem Gend. Pti tomto procesu nebylo nutné reakéni smés prenaset, jelikoz tento

spektrofotometr disponuje termostatem i integrovanou trepackou.

2.4 Enzymaticka epoxidace mastnych kyselin

Epoxidace byla provadéna v mikrotitrac¢ni desticce s imobilizovanou lipazou o koncentraci
75, 100, 150 a 200 pg. Jako oxidovadlo slouzil peroxid vodiku (30%), ktery byl pouzit
v molarnim poméru (MP) ke dvojnym vazbam 1:1 a 1,5:1. Ke srovnani slouzila upravena
jamka 2,5% glutaraldehydem (v 0,1M uhli¢itanovém pufru pH 9.4), pipetaz reagencii byla

shodna jako pro vzorky.

K imobilizované lipdze byl do jamek ptidén standard methyloleatu (99%), pro MP 1:1 bylo
napipetovano 150 pl a pro MP 1,5:1 134 pl methylesteru. Takto pripravena desticka byla
umisténa na Thermo—Shaker TS-100, kde byla michana pii 450 rpm a temperovana na
40 °C. Po inkubaci byl v kratkych ¢asovych intervalech pridavan peroxid vodiku (béhem
10 min), pro MP 1:1 bylo celkem pfiddno 50 pl a pro MP 1,5:1 66 ul 30% HyOs. Smés
byla ponechéna reakci po dobu 4 hod, za neustalého michani (450 rpm) a pri konstantni
teploté 40 °C. Po této dobé byla smés z jamek odebrana, zcentrifugovana a odstranéna
vodné faze. Odebrané vzorky byly nasledné analyzovany IC spektrometrif. Mikrotitracni
desticka s navéazanou lipdzou byla promyta fosfatovym pufrem (0,1M, pH 7,3), ve kterém

byla nasledné uchovavéana (pti 4 °C) pro stanoveni rezidudlni aktivity enzymu.

2.5 Analyza vysledki epoxidace metodou FT-IR

Za 1ucelem urceni funkcénich skupin byl pouzit infracerveny spektrometr s Fourierovou
transformaci (FT—IR) Nicolet iS50 s integrovanym softwarem Omnic a s jednoodrazovym
diamantovym ATR modulem. Na ATR modul bylo odpipetovano 50 pl vzorku, méreni
bylo provedeno s ATR korekei, pottem skentt 32 a rozlisenim 1 cm™. Vyhodnoceni spekter

bylo provedeno pomoci Python knihovny Matplotlib.
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3 Vysledky a diskuse

Prace se zabyva studiem aktivity lipazy Candida rugosa a jejiho vyuziti pti epoxidaci rost-
linnych oleji. Enzym byl zvolen na zdkladé publikaci [90-92], které se zabyvaly vyuzitim
enzymil pii epoxidaci alkant a cykloalkanti a methylesterti mastnych kyselin. Zamérem
bylo otestovat hydrolytickou aktivitu solubilni lipazy, nasledné ji imobilizovat na vhodny

nosi¢ a aplikovat pri pripravé epoxidiu methylesterti mastnych kyselin.

Hydrolyticka aktivita, kterou lipazy jakozto hydroldzy disponuji, slouzila k otestovani
a ovéreni aktivity solubilni a imobilizované lipazy. Déle také byla vyuzita k urceni
reak¢nich podminek, jako je teplota a pH, které by mohly byt vhodné pro epoxidaci, kde
neni hydrolyza zadouci. Cilem tedy bylo jeji potlaceni a posunuti katalytického ucinku

ve sméru tvorby epoxidi.

Nésledné byla provedena reakce imobilizované lipazy s methyloleatem, popt. methylestery
repkového oleje, a peroxidem vodiku jako oxidovadlem. Také byl testovan vliv molarniho
pomeéru peroxidu vodiku ke dvojnym vazbam nenasycenych mastnych kyselin a pH reakéni
smési na vysledek epoxidace. K potvrzeni epoxidace byla provedena infracervena spek-
trometrie, ktera slouzila k identifikaci absorp¢nich pasi. Zejména byla sledovana zména

intenzity absorpéniho pasu dvojné vazby, ktera je predmétem epoxidace.

3.1 Méreni hydrolytické aktivity solubilni lipazy

Dtive nez byla lipaza imobilizovana na ¢astice magnetické makroporézni perlové celuldzy
a jamky mikrotitracni desticky, bylo nutné stanovit aktivitu solubilniho enzymu.
K jejimu stanoveni byla pouzita metoda publikovand Alam a kol v roce 2015 [93]
modifikovand na nase podminky. Jako substrat slouzil 4-nitrofenylbutyrat (NPB).
Stanoveni aktivity spoc¢ivalo v monitorovani absorbance produktu enzymatické reakce,
p—nitrofenolu, po hydrolyze p—NPB. Méreni bylo provedeno podle postupu uvedeného
v kapitole 2.3. Absorbance byla mérena pri 405 nm, kde vykazuje absorpéni maximum
vznikajici produkt, po celkovou dobu 60 min v intervalech 2 minut. Méfeni enzymové
aktivity lipdzy pti koncentraci substratu (NPB) 0,68 a 1,1 mM bylo métfeno kineticky.
Koncentrace solubilni lipdzy byly zvoleny v rozmezi 0,05—5 png/ml. Vysledné krivky jsou

uvedeny na obrazku 5.
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Obrazek 5: Zavislost absorbance na Case pro stanoveni aktivity solubilni lipazy. Koncentrace
substratu: (a) 0,68 mM NPB, (b) 1,1 mM NPB, koncentrace lipdzy v rozmez{ 0,05—5 pg/ml, v prostiedi
Tris-HC1 (0,1mM, pH 7,4), reakéni podminky: 37 °C, 60 min, A = 405 nm.

Pro sestrojeni kalibra¢ni krivky lipazy byl zvolen cas inkubace 30 min a koncentrace
substratu 0,75 mM NPB. Méreni bylo provedeno podle postupu v kapitole 2.3 v dubletu
pro koncentrace lipdzy v rozmezi 0,1-1,4 IU/ml (0,01-2 pg/ml). Z namérenych hodnot
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absorbance byly spocitany primeérné hodnoty, které byly nésledné vyneseny do grafu
zévislosti absorbance na koncentraci lipazy (obr. 6). Tato zavislost slouzila k vypoctu

aktivity imobilizované lipazy.

1,4

1,24 f(z) = 0.913z + 0.026
R? =0.999

v

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4

IU-ml™}

Obrazek 6: Kalibra¢ni ktivka solubilni lipazy C. rugosa. Zavislost absorbance na koncentraci
lipdzy. Méteno v Tris—HCI (0,1mM, pH 7,4), substrat 0,75 mM NPB, reak¢ni podminky: 37 °C, 30 min,
A = 405 nm. Prumeérné hodnoty absorbance ze dvou méfeni.

3.1.1 ZAvislost aktivity lipazy na teploté

Stanoveni teplotniho optima aktivity solubilni lipazy bylo méreno jako zavislost absor-
bance na teploté. Néasledné byla tato zavislost aplikovana pri epoxidaci methylestera MK,

pro kterou byla zvolena teplota 40 °C.

Méfteni bylo provedeno pro koncentraci lipazy 0,2 pg/ml a 0,75 mM NPB podle postupu
v kapitole 2.3 na UV /Vis spektrofotometru Libra S22 s Peltierovym ¢lankem. Aktivita
byla sledovana pri teplotach 37, 40, 45, 50, 55 a 60 °C. Do grafu zavislosti absorbance
na teploté (obr. 7) byly vyneseny hodnoty v ¢ase 30 a 50 min. Z obrdzku 7 je patrné,
ze optimalni teplotou pro hydrolytickou reakci je rozmezi 40 az 50 °C. Pii teplotach
prekracujicich 50 °C byl pozorovan klesajici trend aktivity, ktery byl pravdépodobné
zpusoben degradaci enzymu. Méfeni bylo provedenou pouze jednou, lze tedy usoudit, ze

je pravdépodobné zatizeno experimentalni chybou méreni.
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Obrazek 7: Teplotni optimum hydrolytické aktivity solubilni lipazy. Zavislost absorbance na tep-
loté. Reakéni smés: 0,2 pg/ml lipazy, 0,75 mM NPB; v prostiedi Tris—HC1 (0,1mM, pH 7,4); reakéni
podminky: 37, 40, 45, 50, 55 a 60 °C, 60 min, A = 405 nm.

3.1.2 ZAvislost hydrolytické aktivity lipazy na pH

Zéavislost hydrolytické aktivity solubilni a imobilizované lipazy na pH slouzila k porovnéni,
zda nedoslo imobilizaci k posunu pH. Také byla dilezitym faktorem samotné epoxidace,
jelikoz lipazy disponuji primarné hydrolytickou aktivitou, kterd neni pti epoxidaci zadouci.

Cilem bylo potlaceni této aktivity a preklenuti icinku ve sméru tvorby oxiranu.

Meéteni pH optima aktivity lipazy bylo provedeno v jamkéch mikrotitra¢ni desticky podle
postupu uvedeného v kapitole 2.3 na spektrofotometru PowerWave™ HT pii teploté 40 °C,
jelikoz tato teplota byla zvolena pro epoxidaci. Pro stanoveni bylo upraveno pH reakéniho
pufru Tris—HCI, aby pokryvalo rozmezi pH 3—12. Zavislost byla prométena pro 200 a 0,2 pg
solubilni lipazy a 200 pg imobilizované lipazy, ktera byla imobilizovana na jamky mikro-
titracni desticky podle postupu uvedeného v kapitole 2.2.2. Vyhodnoceni je znazornéno
na obrazku 8, ktery popisuje zavislost absorbance na pH v ¢ase 30 min. Solubilni lipaza
o koncentraci 200 pg vykazovala dvé pH maxima, a to pti pH 7,4 a 9,18. Podobny trend,
avsak ne tak jednoznacny, byl také pozorovan u imobilizované lipazy (200 pg). Naopak
se nevyskytoval u nizsi koncentrace solubilni lipazy, ktera vykazuje maximalni aktivitu
pouze pti pH 9,18. Lze tedy usuzovat, ze zavislost aktivity na pH byla u vyssich koncen-

traci enzymu ovlivnéna pomérem enzym:substrat.
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Obrazek 8: Zavislost hydrolytické aktivity lipazy na pH v ¢ase 30 min. Reakéni smés: 200 png imo-
bilizované lipazy, 200 a 0,2 ng solubilni lipazy, v prostiedi 0,1mM Tris—HCI v rozmezi pH 3—12, reakni
podminky: teplota 40 °C, A = 405 nm.

3.2 Vysledek enzymatické epoxidace

Pro identifikaci funkénich skupin ve vzorcich po reakci methylestert mastnych kyselin
s peroxidem vodiku v pfitomnosti lipdzy (provedené podle postupu v kapitole 2.4) byla
pouzita infrac¢ervena spektrometrie (Ié) Zédznamy 1C spekter z riiznych sérii meéreni byly
témér identické, proto byl pro popis zvolen pouze jeden zaznam (obr. 9). Ktery popisuje

zavislost absorbance na vlnoctu, resp. prevracené hodnoté vinové délky.

V oblasti charakteristickych frekvenci (3300-1900 cm™) byly identifikovany absorpéni
pasy: (i) valen¢ni vibrace alkenti, resp. dvojné vazby, s maximem v 3007 cm™, (ii) OH
skupiny (3700-3050 cm™), (iii) C—H skupiny alkanti a alkenti s maximy 2923 a 2853 cm™.

Odezva diamantového ATR modulu se nachdzela v absorpénim péasu 2380—1850 cm™.

Obréazek 9 znazornuje IC spektra MEF{O, odebranych vzorki po epoxidaci, ktera
probihala v reakcni smeési s obsahem 200 npg lipazy, pridavkem 2, 4 a 6 nl 0,1M HCI
a HyOy v molarnim pomeéru 1:1 ke dvojnym vazbam. Dvojna vazba nevykazovala pokles
intenzity signalu, lze usuzovat, ze nedoslo k jeji pozadované epoxidaci. V nékterych
sériich byl pozorovan péas valencnich vibraci OH skupiny, ktery identifikoval vznik

alkoholli. V tomto méreni se vSak nevyskytoval. Ve srovnéni s MERO, vykazovaly
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meérené vzorky mirny pokles intenzity absorpce v oblasti valené¢nich vibraci C—H skupiny
alkant a alkenti. Ktery byl pravdépodobné zptsoben navazanim kysliku do blizkosti

CH, skupin alkanového tetézce.

A
A — = Blank
0,67 2023 MERO
—— MP1:1 + 2pl HCI
—— MP1:1 + 4plHCI
0,51 —— MP1:1 + 6 pl HCI
1742
0,47 2853
0,3
0,2 1
1170
0,11 3007 1245
759
0,0
T T T T T T T ;
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

vlnoéet, cm ™!

Obréazek 9: IC spektrum methylestert repkového oleje (MEf{O) a vzorkt odebranych po
epoxidaci. Reakén{ smés: MERO, 200 pg lipazy, pridavek 2,4 a 6 pl 0,1M HCIl, HyO5v molarnim
poméru (MP) 1:1 ke dvojnym vazbam. Blank: upravend jamka 2,5% glutaraldehydem, MERO, H,0,
v MP 1:1 ke dvojnym vazbam, pridavek 6 pl 0,1M HCI.

V oblasti tzv. otisku palce (1500—400 cm™), jedine¢né pro kazdé chemické individuum,
byly identifikovany absorpéni pasy valencni vibrace karbonylové skupiny ME s maximem
1742 ecm™ a C—O od esterové funkéni skupiny s maximy 1245, 1196 a 1170 cm™. Valen¢ni

vibrace oxiranového kruhu dle teorie vykazuji absorpéni pasy v oblasti 824—845 cm™.

Na obrazku 9 je v oblasti , otisku palce” patrny pokles intenzity absorpce valenénich vib-
raci karbonylové skupiny methylesteru, coz mohlo byt zptisobeno hydrolytickou aktivitou
enzymu. Nicméné, podobny trend vykazovalo také 1¢ spektrum blanku. Pravdépodobné

tento pokles souvisi s nartistem intenzity absorpce v oblasti 759 a 698 cm™

, ale presna
pricina nebyla zjisténa. V pribéhu reakce se nezménila odezva valenc¢nich vibraci C—0O
od esterové funkéni skupiny, jelikoz se reakce nezucastnila. V zadném z méteni nebyl
pozorovan pas nalezici oxiranovému kruhu, coz nasvédcéuje tomu, ze epoxidace methyl-
estert mastnych kyselin nebyla tspésna. Ke stejnému vysledku, avsak se solubilni lipazou

Candida rugosa, dospéli i Vanags et al. 2023 [83].
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4 Zaver

Bakalarska préace se zabyva moznostmi vyuziti enzymt v oleochemii, zejména epoxidaci
a transesterifikaci rostlinnych oleji a methylesterii mastnych kyselin. Zahrnuje ovéreni
vlivu vybranych reakénich podminek na pripravu epoxidi pomoci enzymatické katalyzy

a jejich srovnani v ramci vybranych publikaci.

Cilem bylo popsat vyuziti enzymatické katalyzy pro pripravu epoxidi rostlinnych oleji,
resp. epoxidii methylesteri mastnych kyselin. V experimentalni ¢asti byla otestovana hyd-
rolyticka aktivita solubilniho enzymu a ovérena aktivita imobilizovaného enzymu lipazy
Candida rugosa. Taktéz zahrnuje ovéreni vlivu teploty a pH prostiedi na hydrolytickou
aktivitu enzymu, které byly nasledné aplikovany pri epoxidaci. Vyhodnoceni jednotlivych
reakci methyloledtu, popt. methylestert repkového oleje, s peroxidem vodiku v pritomnosti

imobilizované lipazy bylo provedeno pomoci infracervené spektrometrie.

Ze ziskanych infracervenych spekter bylo patrné, ze dvojna vazba nebyla reakci
ovlivnéna, tedy imobilizovana lipdza Candida rugosa za pouzitych experimentalnich
podminek nekatalyzovala epoxidaci. Nicméné, nebylo testovano Sirsi spektrum

experimentalnich podminek, nelze tak tvrdit, Ze touto schopnosti nedisponuje.

Téma enzymatické epoxidace rostlinnych oleji je momentéalné velice atraktivni. Avsak
vyuziti imobilizované lipazy Candida rugosa k tomuto ucelu zatim nebylo predmétem
rozsahlejstho vyzkumu. Na vysledky této studie bude navazano v budoucim vyzkumu

a nadchazejici diplomové praci.
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