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Pardubice

2023



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologická

Akademický rok: 2022/2023

ZADÁNÍ BAKALÁŘSKÉ PRÁCE
(projektu, uměleckého díla, uměleckého výkonu)

Jméno a příjmení: Kristýna Dvořáková
Osobní číslo: C19174
Studijní program: B0512A130006 Analýza biologických materiálů
Téma práce: Využití enzymatické katalýzy pro přípravu epoxidů
Téma práce anglicky: The Use Of Enzymatic Catalysis For The Preparation Of Epoxides
Zadávající katedra: Katedra biologických a biochemických věd

Zásady pro vypracování
1. Popište enzymatické katalyzátory (zdroje enzymů, klasifikace a použití) včetně imobilizace.
2. Zaměřte se zejména na použití v transesterifikaci a epoxidace olejů nebo esterů.
3. Porovnejte katalyzátory a vyberte vhodný na katalýzu epoxidace.
4. Proveďte stanovení aktivity vybraného enzymu, jeho imobilizaci a katalýzu.



Rozsah pracovní zprávy: 25 s.
Rozsah grafických prací: dle potřeby
Forma zpracování bakalářské práce: tištěná

Seznam doporučené literatury:

recentní vědecká literatura, publikace z databáze WOS, PubMed, Sciencedirect apod. Dále dle pokynů
vedoucího bakalářské práce.

Vedoucí bakalářské práce: doc. Ing. Martin Hájek, Ph.D.
Katedra fyzikální chemie

Konzultant bakalářské práce: doc. RNDr. Lucie Korecká, Ph.D.
Katedra biologických a biochemických věd

Datum zadání bakalářské práce: 23. prosince 2022
Termín odevzdání bakalářské práce: 30. června 2023

prof. Ing. Petr Němec, Ph.D. v.r.
děkan

L.S.
doc. RNDr. Tomáš Roušar, Ph.D. v.r.

vedoucí katedry

V Pardubicích dne 28. února 2023
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Anotace
Bakalářská práce se zabývá enzymatickou katalýzou pro př́ıpravu epoxid̊u rostlinných
olej̊u s využit́ım enzymu Candida rugosa, imobilizovaného na jamkách mikrotitračńı
destičky. Enzymatická katalýza představuje slibnou alternativu chemické katalýzy
a výroby epoxid̊u z ropných produkt̊u. Teoretická část popisuje enzymy jako katalyzátory
chemických reakćı, jejich strukturu, zp̊usob imobilizace a stejně tak i vlastnosti,
strukturu a využit́ı olej̊u a tuk̊u. Hlavńı d̊uraz je kladen na aplikaci enzymů v oleochemii
a srovnáńı dosavadńıch publikaćı zaměřených na enzymatickou epoxidaci olej̊u. Součást́ı
práce je vyhodnoceńı hydrolytické aktivity solubilńı a imobilizované lipázy a vliv
reakčńıch podmı́nek a prostřed́ı. Pr̊uběh epoxidace byl stanovován pomoćı infračervené
spektrometrie s Fourierovou transformaćı, kde byly sledovány jednotlivé funkčńı skupiny.
Z výsledk̊u analýzy vyplývá, že imobilizovaná lipáza Candida rugosa neńı za testovaných
podmı́nek vhodným katalyzátorem epoxidace rostlinných olej̊u.

Kĺıčová slova
enzymy, enzymatická katalýza, mastné kyseliny, epoxidace, lipázy, imobilizace

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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enzymes, enzymatic catalysis, fatty acids, epoxidation, immobilization, lipase
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1.1.1 Struktura a charakteristika enzymů . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12

1.1.2 Interakce enzym-substrát . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
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1.1.5 Nomenklatura a klasifikace enzymů . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
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2.3 Měřeńı hydrolytické aktivity lipázy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
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2.4 Enzymatická epoxidace . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
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ATP Adenosintrifosfát
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Úvod
Rostlinné oleje jsou součást́ı každodenńıho života, předevš́ım jako alternativa živočǐsných
tuk̊u v potravinářstv́ı. Využ́ıvaj́ı se rovněž v kosmetickém a farmaceutickém pr̊umyslu.
V současnosti nabývá na potenciálu jejich využit́ı jako alternativa produkt̊u źıskávaných
z fosilńıch zdroj̊u, jejichž zásoby jsou omezené, představuj́ı tak šetrněǰśı proces k životńımu
prostřed́ı.

Velkou nevýhodou rostlinných olej̊u je nižš́ı oxidačńı stabilita, která je zp̊usobena
př́ıtomnost́ı nenasycených mastných kyselin. Snadno podléhaj́ı oxidaci, která vede
k vytvářeńı nežádoućıch produkt̊u, jako jsou peroxidy a volné radikály, které mohou
zp̊usobovat korozi motoru a dále degradaci produkt̊u. Nedávné pokroky ve výzkumu
prokázaly potenciálńı řešeńı této nevýhody. Dvojné vazby nenasycených mastných
kyselin mohou být ćıleně přeměněny na epoxidy, které jsou velmi stabilńı a maj́ı širokou
škálu aplikaćı v chemickém pr̊umyslu. Mohou být použity k výrobě biolubrikant̊u,
surfaktant̊u a daľśıch cenných chemikálíı, jako jsou mastné kyseliny, alkoholy a glycerol.

Epoxidy methylester̊u mastných kyselin jsou jedńım z produkt̊u epoxidace rostlinných
olej̊u. Slouž́ı k výrobě polymer̊u a kompozit̊u s lepš́ımi mechanickými, tepelnými a elek-
trickými vlastnostmi, než polymery źıskané z petrochemických produkt̊u. Disponuj́ı též
lepš́ı oxidačńı stabilitou.

Pozornost výzkumu se v nedávné době začala zaměřovat na enzymatickou epoxidaci za
použit́ı lipáz, které mohou katalyzovat tvorbu epoxid̊u z nenasycených mastných kyselin
pomoćı perhydrolytického mechanismu. Oproti chemické epoxidaci prob́ıhá tento proces
za mı́rněǰśıch podmı́nek a docháźı k tvorbě stabilńıch hydroperoxid̊u př́ımo z mastných
kyselin. Výhodu enzymatické katalýzy je vysoká stereoselektivita, významné potlačeńı
vedleǰśıch reakćı a vysoký stupeň konverze. K tomuto účelu je nejv́ıce využ́ıvaný rekom-
binantńı enzym lipáza Candida antarctica B, též známý pod označeńım Novozym 435.

Tato práce má za ćıl otestovat využit́ı imobilizovaného enzymu, konkrétně lipázy Candida
rugosa, pro epoxidaci methylester̊u mastných kyselin. Předmětem experimentálńı práce
bylo stanovit aktivitu volné a imobilizované lipázy a ověřit, zda je zvolený enzym účinný
pro př́ıpravu epoxid̊u.
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1 Teoretická část

1.1 Enzymy
Pro existenci života jsou definovány dvě základńı podmı́nky, a to schopnost se samovolně
replikovat a selektivně i efektivně katalyzovat reakce [1], resp. přeměňovat jednu formu
energie na druhou [2]. Enzymy jsou předevš́ım proteiny, které p̊usob́ı jako biokatalyzátory
reguluj́ıćı rychlost chemických reakćı [1–4], aniž by byly v pr̊uběhu spotřebovány nebo
změněny [4]. Chemické i biologické katalyzátory urychluj́ı reakce na stejném principu,
snižuj́ı hodnotu aktivačńı energie [1–3]. Disponuj́ı vysokou specifitou a účinnost́ı kataly-
zovaných reakćı, nebot’ je každá buňka vybavena vlastńım geneticky určeným souborem
enzymů, což umožňuje koordinované sekvence reakćı, tj. metabolické dráhy [1–4].

1.1.1 Struktura a charakteristika enzymů

Naprostá většina enzymů jsou proteiny, výjimku tvoř́ı několik tř́ıd katalyticky aktivńıch
ribonukleových kyselin, zvané ”ribozymy“ [1, 3–5]. Enzymy vykazuj́ı globulárńı strukturu,
v nativńım stavu tvoř́ı kompaktńı sféroidńı molekuly, a povahu jednoduchých či složených
b́ılkovin [1, 6]. Enzymy složené z jednoduchých b́ılkovin nepotřebuj́ı k činnosti daľśı složky,
kromě svých aminokyselinových zbytk̊u [1]. Naopak b́ılkovinná část složených enzymů,
označovaná jako apoenzym (obr. 1), je katalyticky neaktivńı. Apoenzym s navázanou
neb́ılkovinnou složkou, kofaktorem, tvoř́ı holoenzym, tj. aktivńı enzym [1, 2, 7]. Některé
enzymy jsou kovalentně modifikovány daľśımi procesy, jako je fosforylace nebo glykosylace,
které se pod́ıĺı na regulaci jejich aktivity [1, 8].

Kofaktorem mohou být ionty kov̊u, organické či metalo–organické molekuly, označované
jako koenzymy. Ionty kov̊u (např. Ca2+, Zn2+, Mn2+, Fe2+) jsou na apoenzym navázány
pouze po dobu katalýzy nebo trvale [1, 3, 8]. Koenzymy bývaj́ı s enzymem vázány volně
(např. NAD(P)+, benzochinony) a většina je odvozena od vitamı́n̊u [1, 3, 8]. Působ́ı
jako přechodné nosiče specifických funkčńıch skupin, resp. asociuj́ı s enzymem jako ko-
substráty [8], a muśı být regenerovány jinou enzymatickou reakćı [5]. Enzymy, využ́ıvaj́ıćı
stejný koenzym, obvykle katalyzuj́ı reakce podobnými mechanismy [2, 9]. Je–li kofaktor
navázán na enzym velmi pevně, často kovalentně, je označován jako prostetická skupina.
Př́ıkladem je FAD, hem a cytochromy [1, 3, 5], které je obt́ıžné odstranit bez poškozeńı
enzymu [10].
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ENZYM
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Obrázek 1: Strukturńı komponenty molekuly enzymu

1.1.2 Interakce enzym-substrát

Zcela zásadńı pro katalytickou aktivitu enzymu je aktivńı mı́sto [1–3], které tvoř́ı pouze
malou část molekuly [2, 6, 7]. Zpravidla se nacháźı na povrchu či v těsné bĺızkosti, je-
likož muśı být př́ıstupné pro molekuly substrátu [9]. Je tvořeno částmi polypeptidového
řetězce [11], jehož terciárńı (popř. kvartérńı) struktura udává charakteristické prostorové
uspořádáńı tohoto mı́sta [4, 11, 12]. Obvykle vykazuje tvar štěrbiny, jamky nebo trhliny,
který tvoř́ı unikátńı tř́ırozměrné mikroprostřed́ı [2, 11]. Povrch je vystlán zbytky aminoky-
selin se substituenty, které se př́ımo účastńı reakce. Tyto funkčńı skupiny jsou poskytovány
vázanými kofaktory či polypeptidovým řetězcem [1, 7, 9, 11]. V některých př́ıpadech se
na katalýze pod́ılej́ı zbytky samotného substrátu, tj. anchimerická asistence [12].

Aktivńı mı́sto lze rozlǐsit na dvě části, vazebné a katalytické mı́sto [6, 11]. Vazebné mı́sto
obsahuje přesně rozmı́stěné funkčńı skupiny, např. –SH, –OH, bazické a kyselé amino-
kyseliny [12], jejichž postaveńı strukturně a nábojově odpov́ıdá struktuře substrátu [6],
tj. geometrická a elektronová komplementarita [1, 5]. Aminokyselinové zbytky mohou
interagovat se substrátem pomoćı r̊uzných interakćı, včetně vod́ıkových vazeb, van der
Waalsových sil, elektrostatických a hydrofobńıch interakćı [11]. Umožňuje tedy vazbu
a správnou orientaci substrátu v̊uči katalyticky aktivńım skupinám [5, 6, 11]. Katalytické
mı́sto obsahuje převážně tři aminokyselinové zbytky, které poskytuj́ı katalyticky aktivńı
funkčńı skupiny [5, 12], jež se př́ımo účastńı na vytvářeńı a štěpeńı vazeb [5, 6, 11, 12].

Enzymy, vykazuj́ıćı povahu složených b́ılkovin, maj́ı na svém povrchu v těsné bĺızkosti
aktivńıho mı́sta lokalizované ještě vazebné centrum k navázáńı koenzymu. Koenzym zde
vstupuje jako druhý reaktant, kosubstrát [5, 6, 13]. Některé enzymy maj́ı na povrchu svých
makromolekul několik aktivńıch center, p̊usob́ıćıch nezávisle na sobě. Zbytek molekuly
proteinu hraje roli jako stabilizátor aktivńıho mı́sta a poskytuje vhodné prostřed́ı pro
interakci s molekulou substrátu [6, 13].

Oligomerńı enzymy maj́ı na svém povrchu lokalizované tzn. allosterické centrum, jež neńı
součást́ı aktivńıho mı́sta. Do tohoto centra se mohou vázat efektory, aktivátory nebo
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inhibitory, které indukuj́ı konformačńı změny, č́ımž modifikuj́ı aktivitu enzymu. Tato
regulace je nezbytná pro udržeńı homeostázy, nebot’ umožňuje kontrolu metabolických
drah [3–5].

Základem pro vysvětleńı mechanismu enzymatických reakćı je teorie o tvorbě komplexu
enzym-substrát, a to Fischerova a Koshlandova teorie (obr. 2). Fischerova teorie, neboli
”hypotéza zámku a kĺıče” [1, 9], byla navržena již v roce 1894, přestože v této době ještě
nebyla prokázaná b́ılkovinná povaha enzymů [7, 14]. Tato teorie popisuje specifitu enzymů
jako výsledek komplementarity substrátu a aktivńıho mı́sta, která je zde popisována jako
zapadnut́ı kĺıče (substrát) do rigidńıho zámku (aktivńı mı́sto) [1, 7, 9]. Nicméně, tato
teorie nereflektuje dynamické změny, které prováźı katalytické transformace, např. vliv
allosterických ligand̊u [9].

enzym

aktivńı ḿısto

substrát

enzym

aktivńı ḿısto

substrát

komplex ES

BA

Obrázek 2: Grafické znázorněńı teoríı vzniku komplexu enzym–substrát (ES). A) Fischer̊uv
model (”zámek a kĺıč“), B) Koshland̊uv model (indukované přizp̊usobeńı)

Dı́ky pokročilým technikám, jako je rentgenová krystalografie, byla postupně vyvrácena
teorie zcela předdefinované rigidńı struktury aktivńıho centra [3, 7]. Což vedlo k rozš́ı̌reńı
Fischerovy teorie, kterou představil Koshland jako teorii indukovaného přizp̊usobeńı. Dle
této teorie procházej́ı enzymy při interakci s molekulou substrátu konformačńımi změnami,
jež umožňuj́ı enzymu ”indukovat“ substrát do aktivńıho mı́sta [2, 7, 9]. Popisuje zachy-
ceńı substrátu nejprve na jednu funkčńı skupinu aktivńıho centra a následné přibĺıžeńı
k druhé skupině, se kterou se spoj́ı nekovalentńı vazbou, dokud neńı navázaná celá mole-
kula substrátu. T́ımto procesem je postupně utvářena definitivńı podoba aktivńıho mı́sta
enzymu [6, 11]. Indukované konformačńı změny bývaj́ı přirovnávány k vložeńı ruky do
rukavice [7, 9]. V současnosti existuje konsensus, že pro některé enzymy je Fischer̊uv
model poměrně bĺızký skutečnosti, na druhou stranu jiné enzymy interakćı se substráty
podstupuj́ı změnu konformace, která je vhodněǰśı pro katalytickou reakci [1–3].
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1.1.3 Specifita enzymů

Specifita je charakteristickým rysem enzymů, která jim umožňuje se selektivně vázat na
jednu či v́ıce sloučenin a katalyzovat jejich přeměnu na specifický produkt [6, 9]. Právě
znamenitá specifičnost enzymatických katalyzátor̊u poskytuje živým buňkám schopnost
současně provádět a nezávisle kontrolovat široké spektrum biochemických proces̊u [9].
Existuj́ı dva hlavńı typy specifity, substrátová a reakčńı [15]. Všechny enzymy disponuj́ı
reakčńı specifitou, tj. schopnost katalyzovat určitý typ reakce. Několik enzymů s r̊uznou
specifitou účinku proto může přeměňovat tentýž substrát na r̊uzné produkty [5, 6].

Substrátová specifita popisuje schopnost enzymu katalyzovat přeměnu substrátu na spe-
cifický produkt [15]. V aktivńım centru je substrát přesně orientován a vázán ve třech
bodech [3, 6, 9]. Č́ımž je substrátová specifita zajǐst’ována na třech úrovńıch, mezi které
patř́ı strukturńı, regio- [14, 15] a stereospecifita [5, 6, 9].

Enzymy jsou ovšem poměrně selektivńı i na př́ıtomnost chemických skupin na povrchu
substrátu, č́ımž kladou př́ısněǰśı požadavky na geometrickou specifitu, než na stereospe-
cifitu [5]. Mı́ra této specifity je mezi enzymy variabilńı, některé jsou absolutně specifické,
jiné skupinově [3, 6, 10]. Většina enzymů však katalyzuje přeměnu pouze úzké skupiny
př́ıbuzných sloučenin, lǐśı se ale svou účinnost́ı [6]. Naopak pro trávićı enzymy je geome-
trická specifita sṕı̌se preferenćı, jelikož katalyzuj́ı reakce velkého spektra substrát̊u [5].

1.1.4 Mechanismus a kinetika enzymatické katalýzy

Enzymaticky katalyzované reakce se ř́ıd́ı zákony termodynamiky [3, 10, 16]. Prvńı zákon
je popisován jako zákon zachováńı energie, resp. během reakce nemůže být energie vy-
tvořena ani zničena. Druhý zákon je cenným nástrojem k určeńı termodynamicky př́ıznivé
reakce, resp. určeńı jej́ıho směru [3, 10, 16, 17]. Byla zavedena Gibbsova energie (G), též
volná energie [17, 18]. Tato funkce stavu kombinuje termı́n entalpie, který měř́ı změnu
tepla při konstantńım tlaku, a termı́n entropie, který bere v úvahu d̊uležitost náhodného
pohybu [3, 17]. Změna volné energie (∆G) pojednává o spontánnosti a tendenci reakce
dospět k rovnováze [17, 18]. Je definována jako rozd́ıl energie produkt̊u a reaktant̊u, tud́ıž
neńı závislá na molekulárńım mechanismu transformace [17, 18]. Rozděleńı biochemických
reakćı podle změny Gibbsovy energie je znázorněno v tabulce 1.
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Tabulka 1: Význam hodnoty změny volné energie (∆G)

Hodnota ∆G Směr reakce Popis reakce
kladná endergonická, anabolická

0 v rovnováze
záporná exergonická, katabolická

Enzymy katalyzuj́ı reakce na stejném principu jako ostatńı katalyzátory, a to sńıžeńım
aktivačńı energie bez ovlivněńı rovnováhy reakce [5, 11]. Zprostředkovávaj́ı energeticky
méně náročnou cestu od substrát̊u k produkt̊um, ale neovlivňuj́ı celkovou změnu volné
energie reakce, ∆G [5]. Avšak mechanismus enzymatické katalýzy je velmi složitý proces
zahrnuj́ıćı několik krok̊u [3, 10]. Obecně lze ř́ıct, že zahrnuje tři základńı kroky: vazbu
substrátu, přeměnu vázaného substrátu na vázaný produkt a uvolněńı produktu [4, 11].

K popisu reakčńıho mechanismu je př́ıhodné sestrojit diagram přechodného stavu, který
popisuje závislost Gibbsovy energie na reakčńı koordinátě [3–5], viz. obrázek 3. Reakčńı
koordináta nemá zpravidla přesný fyzikálńı význam, představuje pouze postup od reak-
tant̊u k produkt̊um. Nicméně, souviśı s mı́rou transformace vazby, jako je přerušeńı nebo
vytvořeńı nové vazby [3]. Z diagramu je patrné, že enzym neovlivňuje ∆G reakce, ale
pouze energetickou cestu konverze. Na obrázku 3 popisuje ∆G‡ aktivačńı energii kataly-
zované (r̊užová křivka) a nekatalyzované (zelená křivka) reakce. Tento vysokoenergetický
stav odpov́ıdá právě přechodnému stavu (‡).

reakčńı koordináta

G, J
mol

Přechodný stav ‡

výchoźı
látky

produkty

∆G‡
nekat

‡

‡

∆G‡
kat

ES

E + S ES ES‡ EP E + P

Obrázek 3: Diagram přechodného stavu
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Prvńım krokem je přibĺıžeńı molekuly substrátu k aktivńımu mı́stu enzymu ve vhodné
orientaci pro jeho navázáńı [5, 11, 16]. Následně docháźı k odstraněńı hydratačńıho obalu
substrátu [16] a vytvořeńı slabých interakćı mezi enzymem a substrátem [2]. Ačkoliv jsou
tyto interakce slabé, jsou zásadńı pro samotnou katalýzu, nebot’ jejich vytvořeńım docháźı
k uvolněńı vazebné (volné) energie [1, 17]. Funkčńı skupiny ve vazebném mı́stě tak aktivuj́ı
substrát [11] a vytvářej́ı enzym-substrátový intermediát (ES), který zajǐst’uje správnou
prostorovou orientaci [14]. Uvolňuje se tak maximálńı vazebná energie a snižuje se akti-
vačńı energie, ∆G‡, č́ımž docháźı ke konverzi komplexu enzym–substrát do přechodného
stavu [1, 11, 17]. Tento stav se vyznačuje vysokou energíı a nestabilitou [6, 11, 17].
Následně docháźı ke zhrouceńı přechodného stavu na produkt a volný enzym [6], skrze
komplex enzym-produkt (EP) [4, 5, 11, 16].

Kinetika enzymaticky katalyzovaných reakćı je oborem enzymologie, jehož hlavńım
ćılem je studium reakčńıch rychlost́ı [6, 12]. Právě kinetické parametry katalyzované
reakce definuj́ı aktivitu enzymů [12]. Aktivita je vyjadřována jako potřebné množstv́ı
enzymu k přeměně daného množstv́ı substrátu za určitý čas [6] a za daných fyzikálńıch
podmı́nek [12]. Enzymová kinetika se také zabývá faktory a jejich vlivy na aktivitu
enzymů, jako je koncentrace substrátu a enzymu, fyzikálně-chemické vlastnosti prostřed́ı
nebo př́ıtomnost efektor̊u [6, 12].

1.1.5 Nomenklatura a klasifikace enzymů

V současné době klasifikačńı systém, který každému enzymu přǐrazuje jedinečný kód (EC)
a formálněǰśı systematický název [6, 14], obsahuje sedm tř́ıd, a to oxidoreduktázy [6, 13],
transferázy, hydrolázy [13, 19], lyázy, izomerázy, ligázy [6, 13, 19] a translokázy [19].
Rovněž je nezbytné uvádět zdroj enzymu, jelikož enzymy s totožnou funkćı maj́ı i stejné
č́ıslo EC [6, 14]. Mohou však disponovat rozd́ılnou katalytickou aktivitou, což je zp̊usobeno
odlǐsnost́ı v primárńı struktuře [8, 13, 14].

Lipázy (triacylglycerol acylhydrolázy, EC 3.1.1.3) jsou ubikvitárńı enzymy nálež́ıćı do
tř́ıdy α,β–hydroláz [20]. Jedná se o glykoproteiny s molekulovou hmotnost́ı v rozmeźı
20–60 kDa [21]. Primárně hydrolyzuj́ı ve vodě nerozpustné triacylglyceroly s dlouhými
řetězci mastných kyselin, což je odlǐsuje od esteráz, na volné mastné kyseliny a glyce-
rol [14]. Také mohou katalyzovat esterifikaci, interesterifikaci, acidolýzu, alkoholýzu a ami-
nolýzu [22]. Aktivńı mı́sto lipáz se skládá z katalytické triády, která je tvořena kombinaćı
tř́ı aminokyselinových zbytk̊u, podobné serinovým peptidázám a karboxylesterázám [14]:
serin (nukleofilńı zbytek), asparagová či glutamová kyselina (katalytický zbytek) a zbytek
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histidinu [20]. Předpokládá se, že aktivńı centrum obsahuje dvě vazebná mı́sta, jedno pro
karbonylovou skupinu acylového donoru a druhé pro nukleofilńı substrát [23]. Od esteráz
se rovněž odlǐsuj́ı př́ıtomnost́ı hydrofobńıho oligopeptidu, tzv.”v́ıka“, které překrývá ak-
tivńı mı́sto. Působeńım na rozhrańı vodné a organické fáze pravděpodobně docháźı k jeho
pohybu, č́ımž se aktivńı centrum stává dostupné pro molekuly substrátu, tj. mezifázová
aktivace [14, 24].

Mechanismus hydrolýzy či syntézy ester̊u lze rozdělit do několika krok̊u. Nejprve reaguje
molekula substrátu s nukleofilńım zbytkem, tvoř́ı tak intermediát, který je stabilizován
katalytickým a histidinovým zbytkem. Následně docháźı k uvolněńı alkoholu a tvorbě ko-
valentńıho komplexu acyl–enzym, který je atakován nukleofilem, jako je voda, či alkohol.
Což vede k tvorbě intermediátu, který se následně rozpadá na produkt a enzym [14, 20].

1.1.6 Zdroje enzymů

Pr̊umyslově využ́ıvané enzymy pocháźı převážně z hub a kvasinek, dále z bakteríı a pouze
zlomek je živočǐsného a rostlinného p̊uvodu [14, 25]. Až do 70. let 20. stolet́ı byla většina
źıskávána z kultur rostlinných a živočǐsných buněk [7]. S rostoućı poptávkou a rozvojem
fermentačńı biotechnologíı vzešly na trhu do popřed́ı mikrobiálńı enzymy [6, 26].

Mezi nesporné výhody využit́ı mikroorganismů patř́ı produkce velkého množstv́ı enzymů
za krátký čas s konstantńım složeńım mezi jednotlivými šaržemi a ńızké náklady [7].
K nadměrné produkci enzymů požadované aktivity a minimalizaci nežádoućıch aktivit
je velká část mikroorganismů geneticky modifikována [14, 21]. Jedinečné vlastnosti mi-
krobiálńıch enzymů, jako je stabilita při r̊uzných teplotách a tolerance v̊uči širokému
rozsahu pH, jsou využ́ıvány pro pr̊umyslové aplikace a komerčńı zájmy [6, 21, 25, 26].
K výrobě pr̊umyslových mikrobiálńıch enzymů bývaj́ı nejčastěji využ́ıvané houby rodu
Aspergillus a Trichoderma, bakterie rodu Bacillus [26, 27], vláknité bakterie rodu Strep-
tomyces [14, 26] a kvasinky rodu Saccharomyces a Candida [14, 21, 28].

Zat́ımco enzymy rostlinného a živočǐsného p̊uvodu jsou lokalizovány v jednom orgánu
nebo tkáni, jako je slinivka břǐsńı, játra, ledviny, části rostlin, tak zbylý materiál tvoř́ı
odpad. Potenciálně mohou obsahovat v́ıce škodlivých složek (viry, priony), což lze do jisté
mı́ry překonat použit́ım buněčných kultur. Mezi hlavńı negativa těchto zdroj̊u patř́ı časová
a ekonomická náročnost následné extrakce a purifikace a také etické problémy [7, 14, 25].

Významný pokrok genového inženýrstv́ı umožnil spojeńı mutaćı z r̊uzných buněčných liníı
a eliminaci náhodných mutaćı, které mohou negativně ovlivnit vlastnosti nebo rychlost
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syntézy požadovaného enzymu. Genetickou modifikaćı lze dosáhnout rychleǰśı syntézy
a lepš́ı teplotńı i pH stability. Pomoćı rekombinantńı technologie je v současné době
vyráběna většina enzymů použ́ıvaných v enzymatických procesech [7, 26].

1.1.7 Imobilizace enzymů

Imobilizace enzymů je technika široce použ́ıvaná v r̊uzných oblastech, včetně biotech-
nologie, lékařstv́ı a potravinářského pr̊umyslu, ke zvýšeńı stability enzymů, usnadněńı
jejich regenerace a opakovaného použit́ı [14]. Tento proces zahrnuje ukotveńı enzymů
na pevné nosiče nebo v matrićıch, č́ımž lze zabránit jejich difúzi nebo vyluhováńı do
okolńıho média [29]. Pro komerčńı využit́ı jsou zejména vhodné imobilizované enzymy,
které se vyznačuj́ı výhodami, jako je aktivita při r̊uzném pH a teplotě, enantioselektivita,
vysoká účinnost, snadná výroba, vysoká substrátová specifita, ekologická udržitelnost,
biodegradabilita a biokompatibilita [10, 15, 26, 28–33]. Pro imobilizaci je využ́ıváno v́ıce
metod, z nichž každá disponuje určitými pozitivy a negativy. Výběr zp̊usobu imobilizace
enzymu je založena na specifických požadavćıch pro danou aplikaci a kompromisu mezi
stabilitou, aktivitou, dostupnost́ı a cenou [10, 14].

Adsorpce je jednoduchá, reverzibilńı a široce použ́ıvaná metoda. Zahrnuje fyzikálńı
vazbu enzymů na povrch pevných nosič̊u prostřednictv́ım nekovalentńıch vazeb, jako
jsou vod́ıkové můstky, van der Waalsovy śıly, hydrofobńı a elektrostatické interakce.
Často jsou pro vytvořeńı slabého kontaktu mezi enzymem a nosičem použ́ıvané
tzv. spacery (prostředńıky), např. hexamethylendiamin. Mezi výhody adsorpce patř́ı
jej́ı jednoduchost, ńızká cena a mı́rné podmı́nky imobilizace. Nav́ıc umožňuje snadnou
obnovu a opakované použit́ı enzymů. Hlavńı nevýhodou je však možnost desorpce
enzymu v čase (např. změnou pH, teploty, iontové śıly), což může omezit stabilitu
a opakovanou použitelnost imobilizovaných enzymů [6, 14, 26, 28, 31, 33].

Kovalentńı vazba je stabilněǰśı a trvaleǰśı zp̊usob imobilizace. Zahrnuje tvorbu kovalen-
tńıch vazeb mezi enzymy a pevnými nosiči nebo matricemi [6, 31, 32]. Tato technika se
skládá ze tř́ı krok̊u: aktivace nosiče, navázáńı ligandu a blokace reziduálńıch funkčńıch
skupin [28]. Kovalentńı vazba nab́ıźı kontrolu nad orientaćı a hustotou imobilizovaných
enzymů, což může ovlivnit jejich katalytickou aktivitu [33]. Mezi hlavńı výhody patř́ı
pevné spojeńı, snadná interakce se substráty a zvýšená tepelná stabilita [26, 31]. Avšak
nevýhodou kovalentńı vazby je částečné pozměněńı aktivńıch struktur, které může být
zp̊usobeno chemickou modifikaćı enzymu nebo nosiče. Což může mı́t za následek sńıženou
aktivitu enzymu nebo omezenou dostupnost substrát̊u [6, 26, 32].
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Ześıt’ováńı je zvláštńım typem kovalentńı vazby, zahrnuje tvorbu kovalentńıch vazeb mezi
molekulami enzymu, bud’ př́ımo, nebo s pomoćı śıt’ovaćıho činidla, což vede k vytvořeńı
trojrozměrné śıtě [14, 28]. K tomuto účelu se použ́ıvaj́ı bi– nebo polyfunkčńı činidla,
zejména např. glutaraldehyd [6, 26, 34], derivát meleimidu a isokyanát [33], alternativou je
např. polyaldehyd dextranu [32]. Tato metoda nab́ıźı zvýšenou stabilitu enzymu, odolnost
proti denaturaci a lepš́ı provozńı vlastnosti [14, 33]. Agregáty ześıtěných enzymů (CLEA)
jsou jedńım př́ıkladem tohoto př́ıstupu, kde docháźı k nedenaturačńı agregaci a ześıt’ováńı
pomoćı vhodného činidla [14, 35]. Ześıt’ováńı však může vést ke sńıžeńı aktivity enzymu
a bránit přenosu hmoty, což omezuje dostupnost substrátu k aktivńım mı́st̊um [6, 35].
Śıt’ovaćı činidla taktéž mohou p̊usobit toxicky nebo změnit selektivitu enzymu [14, 35].

Zachyceńı a enkapsulace. Zp̊usoby zachyceńı, tzv. entrapment, a enkapsulace zahrnuj́ı
zadržeńı enzymu uvnitř polymerńı matrice či membrány. Při enkapsulaci jsou enzymy
zapouzdřeny v semipermeabilńı membráně, zat́ımco při zachyceńı jsou fyzicky zachyceny
v matrici [6, 28]. Polymerńı śıtě jsou tvořené předevš́ım z chitosanu, polyakrylamidu,
alginátu, celulózy, polyuretanu a daľśıch polymer̊u. Tyto metody poskytuj́ı enzymům
ochranné prostřed́ı, které je chráńı před nepř́ıznivými reakčńımi podmı́nkami a stabili-
zuje jejich strukturu [32, 33]. Zachyceńı a enkapsulace nab́ıźı vysokou kapacitu naplněńı
a snadnou obnovu enzymů [26]. Hlavńı nevýhodou je omezená difúze zp̊usobená matrićı,
což může sńıžit dostupnost substrátu a reakčńı rychlosti [6, 15, 26, 35]. Tyto vlastnosti
jsou společné s adsorpćı.

Chelatace zahrnuje vazbu enzymů na pevné nosiče prostřednictv́ım koordinace kovových
iont̊u. Kovové ionty, jako je vápńık, měd’ nebo zinek, interaguj́ı se specifickými aminoky-
selinovými zbytky enzymu a vytvářej́ı stabilńı komplexy enzym–kov. Tyto organokovové
kostry (z angl. Metal-organic frameworks, MOFs) tvoř́ı trojrozměrné porézńı krystaly,
proto je možné chelataci označit za zvláštńı typ metody zachyceńı. Tato metoda umožňuje
zachováńı aktivity enzymu v širokém rozsahu podmı́nek, kontrolu nad mı́stem imobilizace
a orientaćı enzymu, resp. nab́ıźı vysokou stabilitu. Avšak dostupnost vhodných kovových
iont̊u a jejich kompatibilita s daným enzymem mohou být limituj́ıćımi faktory [31, 32].

1.1.8 Využit́ı enzymů

Enzymy hraj́ı kĺıčovou roli při rozvoji ekologicky šetrných postup̊u např́ıč pr̊umyslovými
odvětv́ımi. V oblasti potravinářstv́ı jsou využ́ıvány při výrobě ryb́ı omáčky [26, 36],
masných produkt̊u [21, 26, 37, 38], sýr̊u a bezlaktózových výrobk̊u [14, 26, 32, 38, 39],
piva a whisky [40, 41] a zpracováńı ovocných št’áv [14, 26, 32].
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Ve farmaceutickém pr̊umyslu slouž́ı k výrobě beta-laktamových antibiotik [42]. Enzymy
maj́ı také široké spektrum aplikaćı v lékařstv́ı a diagnostice, kde slouž́ı k léčbě r̊uzných
genetických a metabolických onemocněńı a rakoviny [43]. Terapeutické enzymy slouž́ı
také jako trombolytika a antikoagulancia [37, 43, 44]. Lipáza Candida rugosa se využ́ıvá
k syntéze lovastatinu, který snižuje hladinu cholesterolu [37].

V textilńım pr̊umyslu vykazuj́ı enzymatické procesy pozitivńı vliv na úpravu textilíı,
zvyšuj́ı měkkost a usnadňuj́ı barveńı [14, 21, 37]. Např́ıklad lipázy a proteázy jsou běžnou
součást́ı čist́ıćıch a praćıch prostředk̊u [21, 26, 37, 42]. V oblasti výroby paṕıru přinášej́ı
výhody, jako je vyšš́ı bělost, sńıžeńı množstv́ı chemikálíı a znečǐstěńı [14, 21, 37, 45].
Biokatalyzátory nacházej́ı uplatněńı i v oblasti pr̊umyslové chemie [14, 21, 26, 37, 42, 45].
Využit́ı enzymů v oblasti oleochemie je popsáno v následuj́ıćıch kapitolách 1.2.2 a 1.2.3.

1.2 Oleje a tuky
Oleje a tuky jsou jednoduché lipidy složené z alkoholu a kyseliny, konkrétně z ester̊u
glycerolu a tř́ı mastných kyselin (MK) [1, 4]. Tyto lipidy, též nazývané triacylglyceroly,
se dále děĺı na jednoduché, obsahuj́ıćı pouze jeden typ MK, a smı́̌sené acylglyceroly, které
obsahuj́ı v́ıce typ̊u MK [1]. Triacylglyceroly jsou nepolárńı, viskózńı a ve vodě nerozpustné
sloučeniny [4]. Př́ıslušné mastné kyseliny jsou až na výjimky nevětvené se sudým počtem
atomů uhĺıku. Obecně se MK děĺı podle:

• délky uhĺıkového řetězce, tedy počtu atomů uhĺıku (C), na krátké (méně než C6),
středně dlouhé (C6–C12), dlouhé (C14–C20) a velmi dlouhé (nad C20),

• nasycenosti na nenasycené a nasycené mastné kyseliny.

Nasycené mastné kyseliny jsou charakterizovány dlouhými nevětvenými řetězci. Mezi
nejčastěǰśı nasycené MK patř́ı kyselina máselná (C4), laurová (C12), myristová (C14),
palmitová (C16), stearová (C18) a arachová (C20) [1, 4, 5].

Naopak v řetězci nenasycených mastných kyselin se vyskytuje jedna nebo v́ıce dvojných
vazeb, jsou tzv. mono– či polynenasycené. V polynenasycených MK jsou dvojné vazby
vždy lokalizovány na každém třet́ım atomu uhĺıku, jsou tzv. izolované. Je–li řetězec
č́ıslován od karboxylového konce (tzn. α–uhĺıku), pak je uváděna pozice uhĺıku nesoućıho
dvojnou vazbu jako ∆. Naopak u č́ıslováńı od methylového konce je př́ıslušný atom uhĺıku
zapisován jako ω [4, 5]. Př́ıklady nenasycených MK jsou uvedeny v tabulce 2. V př́ırodě
se tyto MK vyskytuj́ı nejčastěji v cis konfiguraci, kde jsou substituenty na stejné straně,
zat́ımco trans–izomery jsou součást́ı ztužených tuk̊u [1, 4, 5].
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Tabulka 2: Př́ıklady nenasycených mastných kyselin

Počet atomů
uhĺıku:dvojných vazeb Triviálńı název Poloha dvojných vazeb od:

ω-uhĺıku α-uhĺıku
C16:1 Palmitolejová ω7 ∆9
C18:1 Olejová ω9 ∆9
C18:2 Linolová ω6 ∆9, 12
C18:3 α-linolenová ω3 ∆9, 12
C20:4 Arachidonová ω6 ∆5, 8, 11, 14

Tuky jsou pevné, jelikož ve struktuře převažuj́ı dlouhé nasycené řetězce, které mohou
vytvářet větš́ı množstv́ı Van der Waalsových sil, což vede ke vzniku pravidelné polokrys-
talické struktury [4, 46]. Oleje jsou viskózńı kapaliny a jejich struktura je převážně tvořena
nenasycenými mastnými kyselinami. Př́ıtomnost dvojné vazby v cis konfiguraci zp̊usobuje
zakřiveńı prostorového uspořádáńı molekuly, což vede ke vzniku méně pravidelné a v́ıce
dynamické struktury [4, 5, 46]. Bod táńı tuk̊u a olej̊u roste s rostoućım počtem atomů
uhĺıku v nasyceném řetězci [5, 46] a klesá s rostoućım stupněm nenasycenosti, resp. počtem
dvojných vazeb [4, 5, 46].

Tuky jsou spojovány zejména s živočǐsnými zdroji, zat́ımco oleje s rostlinnými. Rostlinné
oleje a tuky jsou źıskávány předevš́ım ze semen jednoletých rostlin, např. řepka olejka,
slunečnice. Daľśım nepostradatelným zdrojem jsou plody olejodárných stromů, mezi něž
patř́ı např. kokosovńık ořechoplodý, palma olejná, olivovńık. Nespornou výhodou těchto
stromů je nenáročnost na pěstováńı a dlouhověkost v rámci deśıtek let. Tyto zdroje jsou
bohaté na nenasycené tuky, včetně mono– a polynenasycených tuk̊u, které jsou spojovány
s mnoha zdravotńımi př́ınosy. Živočǐsné tuky disponuj́ı převážně nasycenými MK a jsou
źıskávány z tkáńı či produkt̊u zv́ı̌rat, jako je dobytek, prasata a ovce [47].

1.2.1 Využitý olej̊u a tuk̊u

Tuky a oleje nacházej́ı využit́ı v r̊uzných odvětv́ıch pr̊umyslu d́ıky svým unikátńım vlast-
nostem. V potravinářstv́ı jsou nepostradatelnou surovinou, lze tak je rozdělit na jedlé
a nejedlé. Oleje, např. olivový, slunečnicový a řepkový, se použ́ıvaj́ı od smažeńı po výrobu
dresink̊u a majonézy, č́ımž přidávaj́ı j́ıdlu charakteristickou chut’ a texturu. Nav́ıc tuky,
jako máslo a sádlo, zlepšuj́ı chut’ a texturu pečiva [48]. V kosmetickém pr̊umyslu jsou,
např. mandlový a makadamový olej a kakaové máslo, součást́ı produkt̊u pro péči o plet’

d́ıky jejich hydratačńım a zjemňuj́ıćım vlastnostem [49].
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Přeměny rostlinných olej̊u se může účastnit bud’ esterová skupina, nebo dvojná vazba
mastných kyselin:

• Esterová funkčńı skupina může být předmětem hydrolýzy či transesterifikace.
Hydrolýzou triacylglycerol̊u vzniká glycerol a mastné kyseliny, jejichž karboxylová
skupina se stává dostupnou pro daľśı reakce [22]. Mohou tak být přeměněny na
estery, alkoholy [50], aminy [51, 52] a amidy [52] MK. Např́ıklad alkoholy MK slouž́ı
jako surfaktanty [53].
Transesterifikaćı mastných kyselin vznikaj́ı methylestery MK, tzn. biodiesel, který
je nejznáměǰśım produktem přeměny rostlinných olej̊u. Biodiesel má mnoho výhod
oproti konvenčńımu naftovému palivu, včetně sńıžeńı závislosti na fosilńıch palivech
a nižš́ıch emiśı (CO2 a SO2). Je netoxický a biologicky odbouratelný [54, 55]. Př́ımé
použit́ı rostlinných olej̊u v palivových motorech je vzhledem k jejich vysoké viskozitě
problematické, jelikož může vést k tvorbě usazenin ve vstřikovači paliva [46, 53].

• Dvojná vazba nenasycených MK, resp. jejich methylester̊u, může být předmětem
hydrogenace [50] a epoxidace [52, 54]. Epoxidy MK nacházej́ı uplatněńı v pr̊umyslu
polymer̊u jako stabilizátory a plastifikátory. Také slouž́ı jako vstupńı surovina
syntézy polyuretan̊u, karbonylových sloučenin a polyalkohol̊u [51, 56, 57] nebo jako
lubrikanty [58].

Vedleǰśım produktem zmı́něných reakćı je glycerol, který po přečǐstěńı nacháźı uplatněńı
v potravinářském [59], farmaceutickém [60] a kosmetickém pr̊umyslu [47, 59, 60]. Slouž́ı
jako vstupńı surovina výroby polyuretanu, polyesteru či propylen glykolu [52, 53, 61].
Vzhledem k zaměřeńı práce budou kapitoly transesterifikace (1.2.2) a epoxidace (1.2.3)
rostlinných olej̊u věnovány předevš́ım popisu enzymatické katalýzy.

1.2.2 Enzymatická transesterifikace rostlinných olej̊u

Transesterifikace zahrnuje sérii po sobě jdoućıch reakćı olej̊u s alkoholem, zejména met-
hanolem a ethanolem [55, 62], jako meziprodukty vznikaj́ı di–/monoglyceridy [62]. Může
být katalyzována kyselinami, zásadami nebo enzymy [63, 64]. V komerčńı výrobě převládá
bazická katalýza, která je rychlá a dosahuje vysokých výtěžk̊u [59, 63]. Mezi jej́ı hlavńı
nevýhody patř́ı např. tvorba mýdla [63], senzitivita na př́ıtomnost vody a vysoká spotřeba
energie [47, 59, 62].
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Nevýhody konvenčńıch chemických metod vedly k rozvoji využit́ı enzymů, předevš́ım
lipáz, jako katalyzátor̊u transesterifikace [63, 65]. Enzymatická transesterifikace nab́ıźı
výhody, jako je vysoký výtěžek a čistota biodieselu, tolerance v̊uči obsahu vody a volných
MK v oleji, jednodušš́ı výrobńı procesy, nižš́ı spotřeba energie, snadná separace a recyk-
lace enzymů [63, 64]. Nicméně nevýhodou této metody je podstatně nižš́ı reakčńı rychlost
oproti bazicky katalyzované transesterifikaci [47, 59, 65], citlivost lipáz na př́ıtomnost vy-
soké koncentrace methanolu [59, 63, 66] a finančńı náklady, spojené zejména s komerčńımi
enzymy [67]. Nejčastěji se použ́ıvaj́ı imobilizované lipázy, což umožňuje jejich opakované
využit́ı a napomáhá překonat nedostatky, jako je reziduálńı aktivita enzymu a ekonomické
náklady [65]. Vysokého stupně konverze (přes 90%) bylo dosaženo u imobilizovaných lipáz,
např. Burkholderia cepacia [68], Candida rugosa [69–71] a Candida antarctica [72].

1.2.3 Enzymatická epoxidace rostlinných olej̊u

Epoxidace rostlinných olej̊u a z nich připravených ester̊u źıskala v posledńıch letech
významnou pozornost d́ıky svému potenciálu pro výrobu cenných sloučenin s r̊uznými
pr̊umyslovými aplikacemi [73, 74]. Mechanismus epoxidace je založen na tvorbě peroxo-
kyseliny pomoćı př́ıslušného katalyzátoru a oxidovadla, ze které je přenášen atom kysĺıku
na dvojnou vazbu a tvoř́ı oxiran [66, 73–76]. Epoxidová funkčńı skupina se vyznačuje
značnou reaktivitou, která je zp̊usobena pnut́ım v oxiranovém kruhu [51]. Obecně plat́ı,
že větš́ıho množstv́ı oxiranu se dosáhne s oleji s vyšš́ım obsahem nenasycených MK [51,
73]. Na rozd́ıl od tradičńıch chemických metod, které zahrnuj́ı v́ıce reaktant̊u a generuj́ı
odpadńı produkty, představuje enzymatická epoxidace udržitelněǰśı a ekologičtěǰśı alter-
nativu [51, 66, 73].

Přednost́ı enzymů je, že jsou biologicky odbouratelné a vykazuj́ı vysokou selektivitu
k určitým substrát̊um, což umožňuje produkci požadovaných epoxid̊u s vysokou čistotou,
tedy s minimálńım množstv́ım vedleǰśıch produkt̊u [67, 77, 78]. Nav́ıc prob́ıhaj́ı za mı́rných
podmı́nek [77, 78], včetně pokojové teploty a atmosférického tlaku [74], což minimalizuje
spotřebu energie a provozńı náklady [77].

Avšak enzymatická epoxidace má i svá omezeńı, obdobná enzymatické transesterifikaci
(ńızká reakčńı rychlost, denaturace, ztráta katalytické aktivity, vysoká cena). Nicméně,
metody proteinového inženýrstv́ı [79, 80], imobilizace a techniky recyklace přinášej́ı slibné
výsledky při zlepšováńı výkonu enzymů a účinnosti reakce [73, 81]. Jednou z hlavńıch
výzev je dostupnost vhodných enzymů, které jsou schopné efektivně katalyzovat epoxi-
daci. Volba enzymu je závislá zejména na jeho substrátové specifitě a katalytické aktivitě.
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Enzymy s vyšš́ı regio– a stereoselektivitou, stejně tak stabilitou a recyklovatelnost́ı, jsou
zvláště žádoućı [51, 67, 73, 74]. Parametry, jenž jsou zmı́něné v následuj́ıćıch odstavćıch,
a daľśı reakčńı podmı́nky ovlivňuj́ıćı enzymatickou epoxidaci shrnuje tabulka 3. Tvoř́ı tak
přehled dosavadńıch vybraných studíı enzymatické epoxidace rostlinných olej̊u.

Nejv́ıce studovaným a použ́ıvaným enzymem je lipáza Candida antarctica B, zejména
v imobilizované formě jako Novozym 435 [56, 57, 66, 74, 76, 78, 82–86]. Lipázy obsahuj́ı
v aktivńım centru katalytickou triádu [23], viz. kapitola 1.1.5, a mohou hydrolyzovat
triacylglyceroly na glycerol a volné mastné kyseliny, jež mohou dále reagovat s peroxidem
vod́ıku a vytvářet tak peroxokyseliny (obr. 4). Následná epoxidace dvojné vazby prob́ıhá
bez enzymatické asistence, často bývá označována jako samo–epoxidace [23, 56, 58].
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[ ]
7

[ ]
7

O O

O
CH3

methyl 9,10–epoxyoleát

[ ]
7

[ ]
7

O

O
CH3

methyloleát

[ ]
7

[ ]
7

epoxidace

reakce
katalyzované
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Obrázek 4: Enzymatická samo–epoxidace methyloleátu

Vliv teploty a koncentrace peroxidu vod́ıku. Teplota a koncentrace peroxidu vod́ıku
jsou kĺıčové parametry, které ovlivňuj́ı rychlost reakce a přeměnu substrátu. Nižš́ı teploty
(∼ 20 ℃) a středńı koncentrace peroxidu vod́ıku, molárńı poměr H2O2/C C v rozmeźı
3:1–6:1, maj́ı minimálńı vliv na aktivitu enzymu [58, 67, 84], zat́ımco vysoké koncentrace
(v́ıce než 6:1 H2O2/C C) za zvýšené teploty (nad 50 ℃) vedou k lineárńımu poklesu jeho
stability a efektivity [58, 73, 84]. Postupný a kontrolovaný př́ıdavek peroxidu vod́ıku se
osvědčil k udržeńı stability enzymu [58, 87], naopak pokusy jej nahradit (např. močovina–
peroxid vod́ıku [67], t–butylhydroperoxid [88]) nejevily rozd́ıl v inaktivaci enzymu [77].
Teploty nad 50 ℃ mohou vést k rozkladu peroxidu vod́ıku, poklesu či ztrátě aktivity
enzymu [56, 73], vlivem přijet́ı otevřeněǰśı konformace [56, 67]. Nicméně, lipáza Candida
antarctica B projevila určitou stabilitu i nad 50 ℃ [56]. U imobilizovaných lipáz je aktivita
zvláště ovlivněna při teplotách nad 60 ℃ v př́ıtomnosti peroxidu vod́ıku, což zd̊urazňuje
nepř́ıznivých vliv vysokých koncentraćı peroxidu vod́ıku a zvýšených teplot na efektivitu
lipázy [67, 73, 87].
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Př́ıdavek volné mastné kyseliny do reakčńı směsi zvyšuje výtěžek epoxidace a potlačuje
př́ıpadné vedleǰśı reakce [76, 82], jako je hydrolýza a dihydroxylace reakčńıch produkt̊u
(mono- a diglycerid̊u), které mohou snižovat kvalitu výsledného produktu [73].

Vliv rozpouštědla. Většina dosavadńıch studíı [51, 56, 58, 67, 73, 74, 82, 86, 89]
zaměřených na enzymatickou epoxidaci využ́ıvá ke sńıžeńı inaktivace enzymu nepolárńı
organická rozpouštědla, která snižuj́ı př́ımý kontakt mezi enzymem a oxidovadlem. Č́ımž
zvyšuj́ı stabilitu enzymu a kinetiku reakce a umožňuj́ı opakovatelné použit́ı [58, 73, 83].
Toluen [57, 66, 76, 78, 84–86] a daľśı organická rozpouštědla, jako je ethylacetát [22]
nebo dichlormethan [56], vykazuj́ı uspokojivé výsledky, přesto by mělo být jejich
použit́ı zváženo s ohledem na souvisej́ıćı náklady výroby, použ́ıváńı a likvidace [73, 89].
Bezrozpouštědlové procesy eliminuj́ı potřebu daľśıch chemikálíı, jsou enviromentálně
výhodné, ale mohou vést ke ztrátě aktivity enzymu [67, 74, 82, 83]. Nicméně, Novozym
435 prokázal v bezrozpouštědlovém systému vynikaj́ıćı znovupoužitelnost a zachováńı
enzymatické aktivity [74, 82, 83].
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Tabulka 3: Přehled reakčńıch podmı́nek vybraných studíı zabývaj́ıćıch se enzymatickou epoxidaćı rostlinných olej̊u

Enzym Substrát Teplota,
℃

Čas,
hod

Př́ıdavek mastné
kyseliny Oxidovadlo Rozpouštědlo Množstv́ı enzymu Otáčky,

rpm
Konverze,

% Ref

Novozym 435

sojový olej 35 24
-

H2O2 (MP 2:1) - 4 % hm. 400
84

[82]kys. olejová (8 % hm.) 99
kys. stearová (8 % hm.) 99

sojový olej (ME) 55 24 kys. behenová (0,01 mol) 14 g 35% H2O2 toluen 0,4 % hm. 800 6.75 [66]
řepkový olej

RT 16 r̊uzné (5 % mol.) H2O2 (MP 1,5:1) toluen
0,05 mol
C C/g
enzymu

-

91

[76]slunečnicový olej 88
sojový olej 93
lněný olej 96

hroznový olej (ME) 45 16 kys. laurová (1 mmol) 30% H2O2 (1 ml) toluen, voda 100 mg 250 99 [78]
SMSO 50 7 kys. stearová H2O2 (MP 4:1) toluen 2 % hm. 800 90.2 [84]
TOFA 44 5.5 - H2O2 (MP 2:1) - 3,3 % hm. 450 73 [74]

sojový olej 50 24 kys. olejová (8 % hm.) H2O2 (MP 2:1) toluen 4 % hm. 350 98 [85]
kys. oktanová (10 mmol) CH2Cl2 90slunečnicový olej (ME, 1 g) 30 24

-
30% H2O2 (1 ml)

CH2Cl2/H2O
100 mg -

99
[56]

hroznový olej (ME, 1 g) 45 16 - 30% H2O2 (1 ml) toluen 100 mg 130 96.67 [86]
sojový olej 40 5 - 30% H2O2 (MP 1,5:1) toluen 4 % hm. 200 91 [57]

TOFA 42 7 - 32% H2O2 (MP 1,9:1) - 3 % hm. 450 81.5 [83]
lipáza Candida sp. 16.4

lipáza Candida rugosa x
lipáza Mucor javanicus x
lipáza Rhizopus niveus x
lipáza Porcine pancreas

TOFA 42 7 - 32% H2O2 (MP 1,9:1) -
15 000

LU/100 g
TOFA

450

x

[83]

Peroxygenáza
Collariella virescens

kyselina olejová, linolová,
linolenová (0,1 mM) 30 0.5 - 1,25 mM H2O2 aceton, PBS (pH 7) 0,25-0,4 µM - 96-97 [80]

PSCI-Amano lipáza
Burkholderia cepacie kyselina olejová, methyloleát 55 3 - 0,2 % hm. H2O2 ethylacetát 10 % hm. 150 88 [22]

peroxygenáza Avena sativa methyloleát 20 24 - t-butylhydroperoxid HEPES - - 93.9 [88]
kyselina olejová 99.8

Význam zkratek: laboratorńı teplota (RT), nedefinováno (-), žádný produkt (x), molárńı poměr H2O2 ke dvojné vazbě (MP), methylester (ME), imobilizovaná lipáza Candida antarctica B (Novozym 435),
talový olej (TOFA), N-2-hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonová kyselina (HEPES), Amano lipáza PS imobilizovaná na keramice (PSCI), ostropestřecový olej (SMSO, Silybum marianum L. seeds oil)
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2 Experimentálńı část

2.1 Chemikálie a materiály
Př́ıstoje a pomůcky:

• Analytické váhy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments GmbH, Göttingen, Německo)

• Rotátor Bio RS-24 (Biosan, Riga, Lotyšsko)

• Thermo–Shaker TS-100 (Biosan, Riga, Lotyšsko)

• Magnetický separátor (Invitrogen™ ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA)

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

• Centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Německo)

• UV/Vis spektrofotometr Libra S22, Peltier̊uv termostat (Biochrom, Cambridge,
VB)

• Spektrofotometr PowerWave™ HT, software Gen5 (BioTek, Vermont, USA)

• Infračervený spektrometr s Fourierovou transformaćı Nicolet iS50, software Omnic
(ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA)

• Mikropipety (Eppendorf, Hamburg, Německo)

• Mikrotitračńı destičky, 96 jamek (PP, P–Lab, ČR)

Chemikálie:

• Deionizovaná a ultračistá voda

• Enzym lipáza Candida rugosa Type VII, ≥700 IU/mg (Sigma Aldrich, Missouri,
USA)

• Kyselina chlorovod́ıková – 36% (Penta, Chrudim, ČR)

• Tris(hydroxymethyl)aminomethan – Tris, čistota p.a. (Sigma Aldrich, Missouri,
USA)

• 4-nitrofenylbutyrát – NPB, ≥98% (Sigma Aldrich, Missouri, USA)

• Jodistan sodný (NaIO4) – čistota p.a.(Sigma Aldrich, Missouri, USA)

• Dodekahydrát hydrogenfosforečnanu sodného – čistota p.a.(Lachner, Neratovice,
ČR)

• Dihydrát dihydrogenfosforečnanu sodného – čistota p.a.(Lachner, Neratovice, ČR)
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• Glutaraldehyd – 50% (Sigma Aldrich, Missouri, USA)

• Standard methylesteru kyseliny olejové – 99% (Sigma Aldrich, Missouri, USA)

• Methylester řepkového oleje (MEŘO) – 57,2 % ME kyseliny olejové

• Peroxid vod́ıku – 30% (Penta, Chrudim, ČR)

Magnetické částice:

• Magnetická makroporézńı perlová celulóza – porozita 200, –OH funkčńı skupiny,
velikost částic 80–100 µm, stabilizovaná v 0,05% NaN3 (IONTOSORB, Úst́ı nad
Labem, Česká republika)

Roztoky:

• 0,1M fosfátový pufr pH 7,3

• 0,2M NaIO4

• 2,5% glutaraldehyd v uhličitanovém pufru (0,1M, pH 9,4)

• Zásobńı roztok lipázy C. rugosa (2 mg/ml) ve fosfátovém pufru (0,1M, pH 7,3)

• Zásobńı roztok 50mM NPB (v acetonitrilu)

• 0,1mM Tris–HCl pH 7,4

• 0,1M HCl

2.2 Imobilizace lipázy Candida rugosa

2.2.1 Imobilizace lipázy na magnetickou makroporézńı perlovou ce-

lulózu

Imobilizace na magnetické částice makroporézńı perlové celulózy sestávala ze dvou krok̊u,
oxidace hydroxylových funkčńıch skupin částic a následného navázáńı enzymu. Nejprve
bylo pomoćı magnetického separátoru odebráno 500 µl sedimentovaného nosiče, který byl
10x promyt ultračistou vodou, aby byl odstraněn stabilizačńı roztok. K sedimentovanému
nosiči bylo poté napipetováno 500 µl oxidačńıho roztoku 0,2M NaIO4, následovala inku-
bace 90 min při laboratorńı teplotě ve tmě za mı́rného otáčeńı. Po oxidaci byly částice
10x promyty ultračistou vodou. K částićım byl následně přidán roztok 125/250/500 µg
lipázy v 1 ml fosfátového pufru (0,1M, pH 7,3). Takto připravená směs byla inkubována
18 h při 4 ℃ na rotátoru. Následně byl odstraněn supernatant a částice byly 10x promyty
fosfátovým pufrem (0,1M, pH 7,3), ve kterém byly částice s imobilizovanou lipázou pro
daľśı použit́ı skladovány při teplotě 4 ℃.
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2.2.2 Imobilizace lipázy na jamky mikrotitračńı destičky

Povrch jamek mikrotitračńı destičky byl nejprve upraven roztokem 2,5% glutaraldehydu
v 0,1M uhličitanovém pufru pH 9,4 (200 µl/jamka). Po 2hod inkubaci při laboratorńı
teplotě byl tento roztok odstraněn. Do jamek bylo napipetováno 200 µl roztoku lipázy
o koncentraci 75/100/150/200 µg ve fosfátovém pufru (0,1M, pH 7,3). Následovala inku-
bace 20 hod při teplotě 4 ℃. Následně byla destička promyta nejprve 5x destilovanou
vodou, poté 5x roztokem fosfátového pufru (0,1M, pH 7,3). Takto imobilizovaná lipáza
byla skladována pro následné využit́ı ve fosfátovém pufru (0,1M, pH 7,3) při teplotě 4 ℃.

2.3 Mě̌reńı hydrolytické aktivity lipázy
Pro každou sérii měřeńı byl připraven čerstvý zásobńı roztok p–nitrofenylbutyrátu
(NPB) v acetonitrilu o koncentraci 50 mM. Tento zásobńı roztok byl dále zředěn na
požadovanou koncentraci pro 1 ml reakčńı směsi, obsahuj́ıćı solubilńı či imobilizovanou
lipázu a Tris–HCl (0,1mM, pH 7,4). Aktivita enzymu byla měřena monitorováńım
produktu, p–nitrofenolu, enzymatické hydrolýzy p–NPB v prostřed́ı Tris–HCl při 37 ℃.
Absorbance byla měřena při 405 nm po celkovou dobu 60 min v intervalech 2 minut na
UV/Vis spektrofotometru Libra S22 s Peltierovým článkem nebo spektrofotometru
PowerWave™ HT. Následně byly hodnoty graficky zpracovány v programu Excel.

Roztoky obsahuj́ıćı 0,05/0,1/0,2/0,5/0,75/1/2 a 5 µg/ml lipázy v Tris-HCl byly připraveny
do jamek mikrotitračńı destičky, které byly temperovány na 37 ℃. K těmto roztok̊um
bylo následně napipetováno př́ıslušné množstv́ı NPB, aby jeho koncentrace v 200 µl byla
0,25/0,68/1,1 mM. Pr̊uběh všech reakćı byl proměřován současně na spektrofotometru
PowerWave™ HT se softwarem Gen5.

2.3.1 Aktivita imobilizované lipázy

Aktivita lipázy imobilizované na magnetických částićıch
Měřeńı bylo prováděno na UV/Vis spektrofotometru Libra S22 s Peltierovým článkem.
Proměřeno bylo 6 reakčńıch směśı o objemu 1 ml a koncentraci imobilizované lipázy na
magnetických částićıch 5, 10, 12,5, 20, 25 a 50 µg/ml v Tris–HCl a 0,75 mM NPB při
teplotě 37 ℃. Do kyvety bylo napipetováno př́ıslušné množstv́ı Tris–HCl a 0,75 mM NPB,
po proměřeńı absorbance byl tento roztok okamžitě přenesen do mikrozkumavky typu
Eppendorf obsahuj́ıćı magnetické částice s imobilizovanou lipázou o př́ıslušné koncentraci.
Tyto mikrozkumavky byly umı́stěny na třepačku Thermo–Shaker TS-100, kde byla reakčńı
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směs v časovém intervalu 2 min temperována (37 ℃) a mı́chána (450 rpm). Každé 2 min
byl roztok bez magnetických částic, které byly separovány magnetickým separátorem,
přenesen do kyvety k měřeńı. Takto prob́ıhalo měřeńı po dobu 60 min či do překročeńı
př́ıstrojem měřitelné absorbance.

Aktivita lipázy imobilizované na jamky mikrotitračńı destičky
Množstv́ı roztoku 0,75mM NPB a Tris–HCl bylo přizp̊usobeno objemu 200 µl. Měřeńı
pr̊uběhu reakce bylo provedeno na spektrofotometru PowerWave™ HT, s integrovaným
softwarem Gen5. Při tomto procesu nebylo nutné reakčńı směs přenášet, jelikož tento
spektrofotometr disponuje termostatem i integrovanou třepačkou.

2.4 Enzymatická epoxidace mastných kyselin
Epoxidace byla prováděna v mikrotitračńı destičce s imobilizovanou lipázou o koncentraci
75, 100, 150 a 200 µg. Jako oxidovadlo sloužil peroxid vod́ıku (30%), který byl použit
v molárńım poměru (MP) ke dvojným vazbám 1:1 a 1,5:1. Ke srovnáńı sloužila upravená
jamka 2,5% glutaraldehydem (v 0,1M uhličitanovém pufru pH 9,4), pipetáž reagencíı byla
shodná jako pro vzorky.

K imobilizované lipáze byl do jamek přidán standard methyloleátu (99%), pro MP 1:1 bylo
napipetováno 150 µl a pro MP 1,5:1 134 µl methylesteru. Takto připravená destička byla
umı́stěna na Thermo–Shaker TS-100, kde byla mı́chána při 450 rpm a temperována na
40 ℃. Po inkubaci byl v krátkých časových intervalech přidáván peroxid vod́ıku (během
10 min), pro MP 1:1 bylo celkem přidáno 50 µl a pro MP 1,5:1 66 µl 30% H2O2. Směs
byla ponechána reakci po dobu 4 hod, za neustálého mı́cháńı (450 rpm) a při konstantńı
teplotě 40 ℃. Po této době byla směs z jamek odebrána, zcentrifugována a odstraněna
vodná fáze. Odebrané vzorky byly následně analyzovány IČ spektrometríı. Mikrotitračńı
destička s navázanou lipázou byla promyta fosfátovým pufrem (0,1M, pH 7,3), ve kterém
byla následně uchovávána (při 4 ℃) pro stanoveńı reziduálńı aktivity enzymu.

2.5 Analýza výsledk̊u epoxidace metodou FT–IR
Za účelem určeńı funkčńıch skupin byl použit infračervený spektrometr s Fourierovou
transformaćı (FT–IR) Nicolet iS50 s integrovaným softwarem Omnic a s jednoodrazovým
diamantovým ATR modulem. Na ATR modul bylo odpipetováno 50 µl vzorku, měřeńı
bylo provedeno s ATR korekćı, počtem sken̊u 32 a rozlǐseńım 1 cm-1. Vyhodnoceńı spekter
bylo provedeno pomoćı Python knihovny Matplotlib.
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3 Výsledky a diskuse
Práce se zabývá studiem aktivity lipázy Candida rugosa a jej́ıho využit́ı při epoxidaci rost-
linných olej̊u. Enzym byl zvolen na základě publikaćı [90–92], které se zabývaly využit́ım
enzymů při epoxidaci alkan̊u a cykloalkan̊u a methylester̊u mastných kyselin. Záměrem
bylo otestovat hydrolytickou aktivitu solubilńı lipázy, následně ji imobilizovat na vhodný
nosič a aplikovat při př́ıpravě epoxid̊u methylester̊u mastných kyselin.

Hydrolytická aktivita, kterou lipázy jakožto hydrolázy disponuj́ı, sloužila k otestováńı
a ověřeńı aktivity solubilńı a imobilizované lipázy. Dále také byla využita k určeńı
reakčńıch podmı́nek, jako je teplota a pH, které by mohly být vhodné pro epoxidaci, kde
neńı hydrolýza žádoućı. Ćılem tedy bylo jej́ı potlačeńı a posunut́ı katalytického účinku
ve směru tvorby epoxid̊u.

Následně byla provedena reakce imobilizované lipázy s methyloleátem, popř. methylestery
řepkového oleje, a peroxidem vod́ıku jako oxidovadlem. Také byl testován vliv molárńıho
poměru peroxidu vod́ıku ke dvojným vazbám nenasycených mastných kyselin a pH reakčńı
směsi na výsledek epoxidace. K potvrzeńı epoxidace byla provedena infračervená spek-
trometrie, která sloužila k identifikaci absorpčńıch pás̊u. Zejména byla sledována změna
intenzity absorpčńıho pásu dvojné vazby, která je předmětem epoxidace.

3.1 Mě̌reńı hydrolytické aktivity solubilńı lipázy
Dř́ıve než byla lipáza imobilizována na částice magnetické makroporézńı perlové celulózy
a jamky mikrotitračńı destičky, bylo nutné stanovit aktivitu solubilńıho enzymu.
K jej́ımu stanoveńı byla použita metoda publikovaná Alam a kol v roce 2015 [93]
modifikovaná na naše podmı́nky. Jako substrát sloužil 4–nitrofenylbutyrát (NPB).
Stanoveńı aktivity spoč́ıvalo v monitorováńı absorbance produktu enzymatické reakce,
p–nitrofenolu, po hydrolýze p–NPB. Měřeńı bylo provedeno podle postupu uvedeného
v kapitole 2.3. Absorbance byla měřena při 405 nm, kde vykazuje absorpčńı maximum
vznikaj́ıćı produkt, po celkovou dobu 60 min v intervalech 2 minut. Měřeńı enzymové
aktivity lipázy při koncentraci substrátu (NPB) 0,68 a 1,1 mM bylo měřeno kineticky.
Koncentrace solubilńı lipázy byly zvoleny v rozmeźı 0,05–5 µg/ml. Výsledné křivky jsou
uvedeny na obrázku 5.
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Obrázek 5: Závislost absorbance na čase pro stanoveńı aktivity solubilńı lipázy. Koncentrace
substrátu: (a) 0,68 mM NPB, (b) 1,1 mM NPB, koncentrace lipázy v rozmeźı 0,05–5 µg/ml, v prostřed́ı
Tris-HCl (0,1mM, pH 7,4), reakčńı podmı́nky: 37 ℃, 60 min, λ = 405 nm.

Pro sestrojeńı kalibračńı křivky lipázy byl zvolen čas inkubace 30 min a koncentrace
substrátu 0,75 mM NPB. Měřeńı bylo provedeno podle postupu v kapitole 2.3 v dubletu
pro koncentrace lipázy v rozmeźı 0,1–1,4 IU/ml (0,01–2 µg/ml). Z naměřených hodnot
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absorbance byly spoč́ıtány pr̊uměrné hodnoty, které byly následně vyneseny do grafu
závislosti absorbance na koncentraci lipázy (obr. 6). Tato závislost sloužila k výpočtu
aktivity imobilizované lipázy.
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f(x) = 0.913x + 0.026
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Obrázek 6: Kalibračńı křivka solubilńı lipázy C. rugosa. Závislost absorbance na koncentraci
lipázy. Měřeno v Tris–HCl (0,1mM, pH 7,4), substrát 0,75 mM NPB, reakčńı podmı́nky: 37 ℃, 30 min,
λ = 405 nm. Pr̊uměrné hodnoty absorbance ze dvou měřeńı.

3.1.1 Závislost aktivity lipázy na teplotě

Stanoveńı teplotńıho optima aktivity solubilńı lipázy bylo měřeno jako závislost absor-
bance na teplotě. Následně byla tato závislost aplikována při epoxidaci methylester̊u MK,
pro kterou byla zvolena teplota 40 ℃.

Měřeńı bylo provedeno pro koncentraci lipázy 0,2 µg/ml a 0,75 mM NPB podle postupu
v kapitole 2.3 na UV/Vis spektrofotometru Libra S22 s Peltierovým článkem. Aktivita
byla sledována při teplotách 37, 40, 45, 50, 55 a 60 ℃. Do grafu závislosti absorbance
na teplotě (obr. 7) byly vyneseny hodnoty v čase 30 a 50 min. Z obrázku 7 je patrné,
že optimálńı teplotou pro hydrolytickou reakci je rozmeźı 40 až 50 ℃. Při teplotách
překračuj́ıćıch 50 ℃ byl pozorován klesaj́ıćı trend aktivity, který byl pravděpodobně
zp̊usoben degradaćı enzymu. Měřeńı bylo provedenou pouze jednou, lze tedy usoudit, že
je pravděpodobně zat́ıženo experimentálńı chybou měřeńı.
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Obrázek 7: Teplotńı optimum hydrolytické aktivity solubilńı lipázy. Závislost absorbance na tep-
lotě. Reakčńı směs: 0,2 µg/ml lipázy, 0,75 mM NPB; v prostřed́ı Tris–HCl (0,1mM, pH 7,4); reakčńı
podmı́nky: 37, 40, 45, 50, 55 a 60 ℃, 60 min, λ = 405 nm.

3.1.2 Závislost hydrolytické aktivity lipázy na pH

Závislost hydrolytické aktivity solubilńı a imobilizované lipázy na pH sloužila k porovnáńı,
zda nedošlo imobilizaćı k posunu pH. Také byla d̊uležitým faktorem samotné epoxidace,
jelikož lipázy disponuj́ı primárně hydrolytickou aktivitou, která neńı při epoxidaci žádoućı.
Ćılem bylo potlačeńı této aktivity a překlenut́ı účinku ve směru tvorby oxiranu.

Měřeńı pH optima aktivity lipázy bylo provedeno v jamkách mikrotitračńı destičky podle
postupu uvedeného v kapitole 2.3 na spektrofotometru PowerWave™ HT při teplotě 40 ℃,
jelikož tato teplota byla zvolena pro epoxidaci. Pro stanoveńı bylo upraveno pH reakčńıho
pufru Tris–HCl, aby pokrývalo rozmeźı pH 3–12. Závislost byla proměřena pro 200 a 0,2 µg
solubilńı lipázy a 200 µg imobilizované lipázy, která byla imobilizována na jamky mikro-
titračńı destičky podle postupu uvedeného v kapitole 2.2.2. Vyhodnoceńı je znázorněno
na obrázku 8, který popisuje závislost absorbance na pH v čase 30 min. Solubilńı lipáza
o koncentraci 200 µg vykazovala dvě pH maxima, a to při pH 7,4 a 9,18. Podobný trend,
avšak ne tak jednoznačný, byl také pozorován u imobilizované lipázy (200 µg). Naopak
se nevyskytoval u nižš́ı koncentrace solubilńı lipázy, která vykazuje maximálńı aktivitu
pouze při pH 9,18. Lze tedy usuzovat, že závislost aktivity na pH byla u vyšš́ıch koncen-
traćı enzymu ovlivněna poměrem enzym:substrát.
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Obrázek 8: Závislost hydrolytické aktivity lipázy na pH v čase 30 min. Reakčńı směs: 200 µg imo-
bilizované lipázy, 200 a 0,2 µg solubilńı lipázy, v prostřed́ı 0,1mM Tris–HCl v rozmeźı pH 3–12, reakčńı
podmı́nky: teplota 40 ℃, λ = 405 nm.

3.2 Výsledek enzymatické epoxidace
Pro identifikaci funkčńıch skupin ve vzorćıch po reakci methylester̊u mastných kyselin
s peroxidem vod́ıku v př́ıtomnosti lipázy (provedené podle postupu v kapitole 2.4) byla
použita infračervená spektrometrie (IČ). Záznamy IČ spekter z r̊uzných séríı měřeńı byly
téměř identické, proto byl pro popis zvolen pouze jeden záznam (obr. 9). Který popisuje
závislost absorbance na vlnočtu, resp. převrácené hodnotě vlnové délky.

V oblasti charakteristických frekvenćı (3300–1900 cm-1) byly identifikovány absorpčńı
pásy: (i) valenčńı vibrace alken̊u, resp. dvojné vazby, s maximem v 3007 cm-1, (ii) OH
skupiny (3700–3050 cm-1), (iii) C–H skupiny alkan̊u a alken̊u s maximy 2923 a 2853 cm-1.
Odezva diamantového ATR modulu se nacházela v absorpčńım pásu 2380–1850 cm-1.

Obrázek 9 znázorňuje IČ spektra MEŘO, odebraných vzork̊u po epoxidaci, která
prob́ıhala v reakčńı směsi s obsahem 200 µg lipázy, př́ıdavkem 2, 4 a 6 µl 0,1M HCl
a H2O2 v molárńım poměru 1:1 ke dvojným vazbám. Dvojná vazba nevykazovala pokles
intenzity signálu, lze usuzovat, že nedošlo k jej́ı požadované epoxidaci. V některých
séríıch byl pozorován pás valenčńıch vibraćı OH skupiny, který identifikoval vznik
alkohol̊u. V tomto měřeńı se však nevyskytoval. Ve srovnáńı s MEŘO, vykazovaly
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měřené vzorky mı́rný pokles intenzity absorpce v oblasti valenčńıch vibraćı C–H skupiny
alkan̊u a alken̊u. Který byl pravděpodobně zp̊usoben navázáńım kysĺıku do bĺızkosti
CH2 skupin alkanového řetězce.

5001000150020002500300035004000
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Obrázek 9: IČ spektrum methylester̊u řepkového oleje (MEŘO) a vzork̊u odebraných po
epoxidaci. Reakčńı směs: MEŘO, 200 µg lipázy, př́ıdavek 2,4 a 6 µl 0,1M HCl, H2O2v molárńım
poměru (MP) 1:1 ke dvojným vazbám. Blank: upravená jamka 2,5% glutaraldehydem, MEŘO, H2O2
v MP 1:1 ke dvojným vazbám, př́ıdavek 6 µl 0,1M HCl.

V oblasti tzv. otisku palce (1500–400 cm-1), jedinečné pro každé chemické individuum,
byly identifikovány absorpčńı pásy valenčńı vibrace karbonylové skupiny ME s maximem
1742 cm-1 a C O od esterové funkčńı skupiny s maximy 1245, 1196 a 1170 cm-1. Valenčńı
vibrace oxiranového kruhu dle teorie vykazuj́ı absorpčńı pásy v oblasti 824–845 cm-1.

Na obrázku 9 je v oblasti ”otisku palce“ patrný pokles intenzity absorpce valenčńıch vib-
raćı karbonylové skupiny methylesteru, což mohlo být zp̊usobeno hydrolytickou aktivitou
enzymu. Nicméně, podobný trend vykazovalo také IČ spektrum blanku. Pravděpodobně
tento pokles souviśı s nár̊ustem intenzity absorpce v oblasti 759 a 698 cm-1, ale přesná
př́ıčina nebyla zjǐstěna. V pr̊uběhu reakce se nezměnila odezva valenčńıch vibraćı C O
od esterové funkčńı skupiny, jelikož se reakce nezúčastnila. V žádném z měřeńı nebyl
pozorován pás nálež́ıćı oxiranovému kruhu, což nasvědčuje tomu, že epoxidace methyl-
ester̊u mastných kyselin nebyla úspěšná. Ke stejnému výsledku, avšak se solubilńı lipázou
Candida rugosa, dospěli i Vanags et al. 2023 [83].
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4 Závěr
Bakalářská práce se zabývá možnostmi využit́ı enzymů v oleochemii, zejména epoxidaćı
a transesterifikaćı rostlinných olej̊u a methylester̊u mastných kyselin. Zahrnuje ověřeńı
vlivu vybraných reakčńıch podmı́nek na př́ıpravu epoxid̊u pomoćı enzymatické katalýzy
a jejich srovnáńı v rámci vybraných publikaćı.

Ćılem bylo popsat využit́ı enzymatické katalýzy pro př́ıpravu epoxid̊u rostlinných olej̊u,
resp. epoxid̊u methylester̊u mastných kyselin. V experimentálńı části byla otestována hyd-
rolytická aktivita solubilńıho enzymu a ověřena aktivita imobilizovaného enzymu lipázy
Candida rugosa. Taktéž zahrnuje ověřeńı vlivu teploty a pH prostřed́ı na hydrolytickou
aktivitu enzymu, které byly následně aplikovány při epoxidaci. Vyhodnoceńı jednotlivých
reakćı methyloleátu, popř. methylester̊u řepkového oleje, s peroxidem vod́ıku v př́ıtomnosti
imobilizované lipázy bylo provedeno pomoćı infračervené spektrometrie.

Ze źıskaných infračervených spekter bylo patrné, že dvojná vazba nebyla reakćı
ovlivněna, tedy imobilizovaná lipáza Candida rugosa za použitých experimentálńıch
podmı́nek nekatalyzovala epoxidaci. Nicméně, nebylo testováno širš́ı spektrum
experimentálńıch podmı́nek, nelze tak tvrdit, že touto schopnost́ı nedisponuje.

Téma enzymatické epoxidace rostlinných olej̊u je momentálně velice atraktivńı. Avšak
využit́ı imobilizované lipázy Candida rugosa k tomuto účelu zat́ım nebylo předmětem
rozsáhleǰśıho výzkumu. Na výsledky této studie bude navázáno v budoućım výzkumu
a nadcházej́ıćı diplomové práci.
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22. ABREU CORRÊA, F. de; SUTILI, F. K.; MIRANDA, L. S.; LEITE, S. G.; DE
SOUZA, R. O.; LEAL, I. C. Epoxidation of oleic acid catalyzed by PSCI-Amano
lipase optimized by experimental design. Journal of Molecular Catalysis B: Enzy-
matic. 2012, 81, 7–11.

23. SALMI, T.; AGUILERA, A. F.; LINDROOS, P.; KANERVA, L. Mathematical mo-
delling of oleic acid epoxidation via a chemo-enzymatic route–From reaction mecha-
nisms to reactor model. Chemical Engineering Science. 2022, 247, 117047.

24. REETZ, M. T. Lipases as practical biocatalysts. Current opinion in chemical biology.
2002, 6(2), 145–150.

25. BUGG, T. Introduction to Enzyme and Coenzyme Chemistry. 2nd. Blackwell Pub-
lishing Limited, 2004. isbn 9781405114523.

40

https://www.enzyme-database.org/rules.php


26. AEHLE, W. Enzymes in industry: production and applications. 3rd. Wiley-VCH,
2007. isbn 9783527316892.

27. LEISOLA, M. S. A.; JOKELA, J. K.; PASTINEN, O. A.; TURUNEN, O.; SCHO-
EMAKER, H. E. Physiology and Maintenance. In: ed. HANNINEN, O. O. P.; ATA-
LAY, M. Encyclopedia of Life Support Systems, 2009, sv. 2, kap. INDUSTRIAL
USE OF ENZYMES. isbn 978-1-84826-490-8.

28. KOTZIA, G. A.; PLATIS, D.; AXARLI, I. A.; CHRONOPOULOU, E. G.; KARA-
MITROS, C.; LABROU, N. E. Biocatalysis, Enzyme Engineering and Biotechnology.
In: Food Biochemistry and Food Processing. John Wiley & Sons, Ltd, 2012, kap. 7,
s. 125–166. isbn 9781118308035.

29. BISSWANGER, H. Enzyme Kinetics Principles and Methods: Principles and Me-
thods. Wiley & Sons, Incorporated, John, 2017. isbn 9783527806478.

30. CHAKRAVORTY, D.; PATRA, S. Advance Techniques in Enzyme Research. In:
Advances in Enzyme Biotechnology. Ed. SHUKLA, P.; PLETSCHKE, B. I. New
Delhi: Springer India, 2013, s. 89–109. isbn 978-81-322-1094-8.
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