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ANOTACE

Bakalafska prace se zabyva pteménou volnych mastnych kyselin (VMK) z rostlinnych oleju
s obsahem fosfolipidli pomoci homogenni a enzymatické katalyzy. Teoretickd ¢ast popisuje
vlastnosti a vyuziti lipid (zejména triacylglyceroll a fosfolipidit) a moznosti jejich pfemény
na mastné kyseliny véetné jejich vlastnosti a vyuziti. V rdmci experimentdlni prace bylo
provedeno zmydelnéni rostlinného oleje a fosfolipidu a pak jejich neutralizace na VMK, coz
bylo potvrzeno vysokym c¢islem kyselosti. V ptipadé enzymatické katalyzy byla pro pfeménu
fosfolipidu vyuzita fosfolipdza Al z Aspergullis oryzae imobilizované na magnetickych
¢asticich makroporézni perlové celuldzy. Soucasti prace byla optimalizace reakénich podminek
pro solubilni fosfolipazu a ovéteni hydrolytické aktivity solubilni a imobilizované fosfolipazy.
Produkt reakce byl analyzovan pomoci infracervené a Rammanovy spektrometrie, kde byly

sledovany funkéni skupiny vzniklé hydrolytickym Stépenim.

KLICOVA SLOVA

enzymaticka katalyza, lipidy, enzymy, fosfolipdzy, imobilizace, hydrolyza

Transformation of Lipids into Fatty Acids not Only by Enzymatic Catalysis

ANNOTATION

This bachelor’s thesis focuses on transformation of free fatty acids (FFA) from plant oils with
addition of phopholipids via homogenic and enzymatic catalysis. The theoretical part describes
properties and utilization of lipids (mainly triacylglycerols and phospholipids) and possibilities
of their transformation into fatty acids, including treir properties and utilization. As part of the
experiment plant oil was saponified and then neutralized to FFA, which was confirmed by a
high acidity number. In the case of enzymatic catalysis, phospholipase Al from Aspergillus
oryzae immobilized on magnetic nanoparticles of macroporous pearl cellulose was used for the
transformation of phospholipid. Part of this thesis is the optimalization of the reaction
conditions for soluble enzyme and the verification of the hydrolytic activity of soluble and
immobilized phospholipase. The product of the reaction was analyzed using infrared and
Ramman spectrometry, where individual functional groups formed by hydrolysis were

monitored.
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enzymatic catalysis, lipids, enzymes, phospholipases, immobilization, hydrolysis
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UVoD

Lipidy jsou dulezité piirodni latky, jsou soucésti vSech zivych organismui. Poskytuji zasobu
energie u zivoCichd i rostlin a jsou dilezitou slozkou bunécéné stény. Lipidy jsou latky
hydrofobni povahy nerozpustné ve vodé. Z chemického hlediska jsou to estery vysSich
mastnych kyselin a alkohold. Transformace lipidi na mastné kyseliny je zasadni nejen pro
porozuméni zakladnim biologickym procestim, ale také pro vyvoj novych technologii v oblasti

biopaliv, farmaceutik a potravinaiskych aditiv.

Homogenni a enzymatickd katalyza pfedstavuji dvé metody, které mohou byt vyuzity
k transformaci lipidii. Homogenni katalyza, kterd zahrnuje pouZiti rozpustnych katalyzatort,
umoziuje ptesnou kontrolu reakénich podminek a ¢asto vede k vysokym vytézkim. Na druhé
stran¢ enzymaticka katalyza vyuziva biokatalyzatorli, v tomto ptipadé¢ lipazy a fosfolipazy,
které specificky rozkladaji lipidy a fosfolipidy na mastné kyseliny a glycerol. Tento pfistup
je ekologiCtéjsi a energeticky U¢innéjsi, coz z néj Cini atraktivni alternativu k tradi¢nim

chemickym metodam.

Cilem této prace bylo porovnat U¢innost a vytéznost piemény fosfolipidii na mastné kyseliny
pomoci homogenni chemické a heterogenni enzymatické katalyzy. Porovnani téchto dvou
se zamétuje na teoretické zaklady obou typil katalyzy, experimentdlni postupy a analyzu
vysledkd, které by mohly piispét k optimalizaci vyrobnich procesti a k udrziteln€jSim

technologickym feSenim.

Vyznam tohoto vyzkumu spocivd nejen ve stanoveni hydrolytického plsobeni enzymu
fosfolipazy Al, ale také k jejimu praktickému vyuziti, které mtize vést k inovacim v riznych
pramyslovych odvétvich. Vzhledem k rostouci poptavce po obnovitelnych zdrojich energie
a ekologicky Setrnych materidlech je zkoumani efektivnich metod transformace fosfolipidi na

mastné kyseliny aktudlni a relevantni.

Tato prace ma za cil otestovat ovlivnéni vytézku homogenni katalyzy ptidavkem fosfolipid

k oleji a vyuziti imobilizované fosfolipadzy Al pro jejich $tépeni na mastné kyseliny.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Lipidy

Lipidy se vyskytuji v celém zivém svéteé, ve vSech typech bunék a jsou vyznamnou slozkou
bunécné struktury. SlouZzi jako zasoba energie u zivo¢ichli v podobé¢ podkozniho tuku a u rostlin
ve forme¢ rostlinnych olejl a ti¢astni se mnoha bunécnych procesti jako je transkripce genti [1].
Lipidy jsou latky charakteristické nerozpustnosti ve vod¢é naopak jsou rozpustné v nepolarnich
rozpoustédlech. Maji presné¢ definovanou strukturu a fadi se mezi nizkomolekularni latky [2].
Lipidy je mozné délit na zakladé né¢kolika hledisek, nejbéznéjsim je déleni podle jejich struktury

(Tabulka 1).

Tabulka 1: Déleni lipidu podle jejich struktury. [1; 3]

nasycené (tuky)
nenasycené (oleje)
vosky
isoprenoidy

acylglyceroly
jednoduché

sfingolipidy
glykolipidy
lipoproteiny
fosfolipidy

slozené

, steroid
odvozené y

karotenoidy a lipofilni vitaminy

Dale je mozné je délit podle jejich polarity na polarni a neutralni. Neutralni lipidy jsou latky
skladajici se z mastnych kyselin, alkoholl, glyceridii a sterolt. Polarni lipidy obsahuji
glycerofosfolipidy a glyceroglykolipidy. Lipidy se také mohou dé&lit na zmydelnitelné
a nezmydelnitelné. Pokud z nich Ize alkalickou hydrolyzou uvolnit soli mastnych kyselin, pak
se fadi mezi zmydelnitelné. Jsou to pfedevsim neutralni lipidy a polarni lipidy na bazi glycerolu
nebo sfingosinu, obsahuji acylové zbytky vazané esterovou nebo amidovou vazbou. Zastupcem

skupiny nezmydelnitelnych lipidl jsou zejména isoprenoidy [3].

1.1.1 Triacylglyceroly

Triacylglyceroly jsou tvofeny tfemi molekulami mastnych kyselin a jednou molekulou
glycerolu a jsou hlavni slozkou vSech oleji a tukt [2]. Kvili symetrické struktufe molekuly
glycerolu existuji dvé identické vnéjsi polohy a jedna stfedova, kam se mohou esterifikovat
mastné kyseliny [4]. Jejich syntéza a odbourdvani v organismu jsou fizeny hormonalné [3].

Oleje jsou kapalného skupenstvi a ve struktufe maji vyrazné€j$i zastoupeni nenasycenych
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mastnych kyselin oproti nasycenym, ziskavaji se lisovanim nejcastéji semen rostlin [2]. Tuky
jsou obsazeny v buiikach tukové tkdné¢ a u zivocichl jsou vyznamnou zasobarnou energie [3].
Jsou skupenstvi pevného a jejich struktura je tvofena pfiblizné stejnym podilem nasycenych
i nenasycenych mastnych kyselin. Jejich ptivod je pfevazné zivocisny a ziskavaji se extrakci

nebo vyskvarovanim [2].

1.1.2 Fosfolipidy

Fosfolipidy (PL) se fadi do skupiny sloZenych lipidii a jsou zédkladnim stavebnim prvkem
bunécnych membran vSech zivych organismii. Skladaji se z glycerolu a dvou fetézcl vyssich
mastnych kyselin vdzanych esterovou vazbou, na tfetim uhlikovém atomu nesou zbytek
kyseliny fosforecné, ke které je pfipojena jedna ze Ctyf raznych bazickych skupin (cholin,

ethanolamin, serin nebo inositol), od které¢ho je odvozen jejich ndzev (Obrazek 1) [5].

? ?
Ri-C-0-CH; R{-C-0-CHz
o | kyselina fosfatidova o | fosfatidylcholin
(1] 1]
| o© | 0 .
H,C —0—P-OH HaC—0-P-0—CH,CH,N(CH;);
o o
Q Q
R] _C‘O“CHg R]‘C‘O‘CHz
0 | fosfatidylethanolamin 0 fosfatidylserin
n n v
R;—-C-0-CH R;-C-0-CH .
| 0 | 0 hH,
H,C—0—P—0—CH,CH;NH; HzC—0-P~0~CH,CHCOO
o o
? Q
Ri-C-0-CH; R{-C-0-CH; o
o | fosfatidylglycerol 0 | fosfatidylinositol
n n
R;—-C-0-CH R;-C-0O-CH
9 9
HC—0—-P—-0-CH;CH(OH)CH,0H H,C—0-P-0
o o OH
OH P
OH

Obrdzek 1: Tridy fosfolipidii, Prevzato [6]
Nejjednodussim zéastupcem fosfolipidii je kyselina fosfatidova (PA), nachézi se v malém
mnozstvi v rostlinnych tkénich. V bunkach je dilezitd jako meziprodukt jejich biosyntézy.
Nejrozsitenéjsimi fosfolipidy jsou fosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin, fostatidylinositol
a fosfatidylglycerol [5]. Sfingomyelin je sfingolipidovy analog fosfatidylcholinu (PC), ktery
se sklada z ceramidové jednotky s PC skupinou piipojenou k pozici sn-1 a je vSudypiitomnou
soucasti plazmatické membrany zivocisnych bun¢k. Podtiidou fosfolipidi, ktera je definovana

vinyletherovou vazbou a tvofi piiblizné 18 % hmoty PL, jsou plasmogeny. Nejvyssi podil
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plasmogent je ve tfid¢ fosfatidylethanolaminu, ponékud mensi mnozstvi je obsazeno ve PC

a v ostatnich fosfolipidech je obvykle obsah minimalni nebo zadny [7].

Vétsina fosfatidylglycerolu se nachézi v chloroplastech rostlinnych bunék. Ostatni fosfolipidy
jsou obsazeny v mitochondriich rostlinnych bun€k a v plazmatické membrané. V rostlinnych
fosfolipidech se nachéazi tfada riznych mastnych kyselin. Fosfolipidy se vyskytuji ve vSech
biologickych membranach [5]. VéEtSina syntézy PL probiha v endoplazmatickém retikulu jater,
kde se spojuji s jinymi lipidy a proteiny a vysledné lipoproteiny jsou uvoliiovany do krevniho
fecisté. Slozeni mastnych kyselin PL vyznamné pfispiva k fyzikdlnim a biochemickym
vlastnostem membran. Membranové PL jsou v neustdlém procesu degradace a resyntézy.
V bunéénych membranach je prevladajicim fosfolipidem fosfatidylcholin [7].

1.1.3 Vyuziti a ziskavani lipida

vvvvvv

a primysl detergentil se spotfebou az 60 % vyrobenych derivati.

Lipidy jsou v potravé zcela nenahraditelnd zakladni slozka, jsou nejvydatnéjSim zdrojem
energie. Jejich energetickd hodnota je v porovnani se sacharidy asi dvakrat vyssi. Jsou nositeli
vitaminii rozpustnych v tucich a pfi nadbytku se ukladaji v podkozi, kde ptsobi jako tepelny
izolator. Pro ziskani oleji ze semen nebo olejnatych plodii je za potfebi chemickych nebo
mechanickych operaci, které povedou ke zlepSeni vytézku a kvality ziskaného oleje. Pokud
se pii procesu vyuziva pouze mechanickych operaci (tlak), 1ze oleje oznacit jako panenské.
U vétSiny oleji po lisovani nésleduje krok extrakce rozpoustédlem. U nékterych semen
s nizkym obsahem oleje, jako je s6ja, neni krok mechanického tlaku nutny. Oleje vyrobené
extrakci rozpousStédlem musi byt nasledné rafinovany. Olejnatd semena musi byt skladovana
po co nejkrat§i dobu v dobrych podminkach, aby bylo mozné zarucit kvalitu oleje
a nedochazelo k hydrolyze nebo oxidaci semen. Tepelna uprava ovliviiuje vzhled oleje a obsah
fosfolipidi, lisovani za studena podporuje extrakei triacylglycerolti tim, Ze potlacuje extrakci
fosfolipidii. Cilem rafinace je zachovat nebo zlepsit organoleptické vlastnosti (chut, ving,

¢irost), nutri¢ni vlastnosti a stabilitu tukovych latek [8].

DalSim dalezitym vyuzitim je vyroba biopaliv, kde je nutnd chemickda modifikace vzhledem
k odlisnosti od ostatnich palivovych vlastnosti, zejména snizZeni jejich viskozity. Rostlinné oleje

jsou vysoce viskdzni a maji nizkou t€kavost [8]. Z rostlinnych surovin je z hlediska mnozstvi

vvvvvv

obsazenych v oleji [9].
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Pouziti rostlinnych oleji je Casté i v kosmetice. Ochraniuji a zvlh¢uji pokozku diky afinité¢ mezi
lipidy kize a pfirodnimi lipidy. Rostlinné oleje plni v kosmetice nékolik funkci jako
zmékcovadla, zaklad pro dalsi slozky, nebo transportni funkci pro pienos biologicky aktivnich
latek ptes lipidovou bariéru pokozky [10]. Zvlasté vhodné pro zpracovani na kosmetiku jsou
kokosové oleje a laurové oleje, které maji vysoky podil mastnych kyselin s kratkym nebo

sttedné dlouhym fetézcem [9].

Rostlinné oleje jsou obnovitelné, zcela biologicky odbouratelné a netoxické. Proto se jejich
vyuziti rozSifuje i do vyroby rozpoustédel a maziv [8]. Palmovy, sdjovy, fepkovy
a slunecnicovy olej spolecné s zivociSnymi tuky obsahuji predevSim mastné kyseliny

s dlouhym fetézcem a vyuzivaji se jako suroviny pro maziva [9].

Fosfolipidy jsou dilezitymi slozkami v potravinaiském primyslu [11], 1ékatstvi [12] nebo
v biotechnologickych a kosmetickych aplikacich [13]. Komeréné dostupné PL jsou ziskavany
ze surovych s6jovych bobt, slunecnicového oleje nebo vajecného zloutku. Obecny postup pro
ziskani lecitinu obvykle zahrnuje hydrataci fosfatidl, separaci lecitinového kalu a suSeni kalu
[14]. Jejich povrchova aktivita umoziiuje jejich vyuziti jako emulgdtory v mnoha
potravinafskych vyrobcich. PL se pfidavaji do praskovych nebo granulovych produktii jako
smacedla naptiklad napomahaji snadnému rozptyleni kakaového prasku ve vodé. Ve spojeni
s pSeni¢énym lepkem mohou fosfolipidy zlepSovat pruznost tésta a fermentacni toleranci [11].
PL v kosmetice se vyuzivaji jako emulgatory a pro zlepSeni produktu pii priniku do kize,
protoze jsou to biologicky snadno odbouratelné ptirodni slozky. Fosfolipidy také podporuji
kozni bariéru, udrzuji pokozku ve zdravém stavu a napomahaji pro snadné roz¢esavani vlast

a snizuji jejich elektrostaticky naboj [13].

1.1.4 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny je spole¢ny nazev pro skupinu alifatickych monokarboxylovych kyselin a 1ze
je ziskat hydrolyzou zmydelnitelnych pfirodnich lipida. Ty, které obsahuji vice nez deset
uhlikovych atomtl v fetézci, se oznacuji jako vyssi mastné kyseliny. Mastné kyseliny v ptirodé
témer neexistuji jako volné karboxylové kyseliny kvili jejich vyrazné afinité k proteiniim.
Zivo¢ichové a rostliny syntetizuji mastné kyseliny nenasycené i nasycené, téméf vizdy
nerozvétvené a se sudym poctem atomil uhliku. Nerozvétvené mastné kyseliny se oznacuji
dvojc¢islim v podobé (m:n), kde m odpovida celkovému poctu atomii uhliku v molekule
a n vyjadiuje pocet dvojnych vazeb. V ptirodnich nenasycenych mastnych kyselinach se dvojné

vazby vyskytuji vzdy v konfiguraci cis a mohou jich mit az 6 [3]. Kvlli nepfetrzitému
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tepelnému pohybu v Zivych systémech a volné rotaci kolem uhlikovych vazeb jsou mastné
kyseliny schopny zaujmout znacné mnozstvi riznych konfiguraci, ale primérné piipominaji
prodlouzeny rovny fetézec [15]. Piiklady nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin

se nachdzeji v Tabulce 2.

Tabulka 2: Priklady béznych nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin [3; 16]

Nazev kyseliny pocet C: pocet dvojnych vazeb
laurova 12:0
. myristova 14:0
nasycené o
palmitova 16:0
stearova 18:0
palmitolejova 16:1
. olejova 18:1
nenasycené . )
linolova 18:2
linolenova 18:3

Vsechny nasycené mastné kyseliny maji nevétveny fetézec a neobsahuji zddnou dvojnou vazbu.
Velké mnozstvi nasycenych mastnych kyselin je zejména v zivo€iSnych tucich, ale vyskytuji
se také v palmovém a kokosovém oleji. Nasycené mastné kyseliny jsou méné néachylné

k oxidaci na rozdil od nenasycenych [16].

Monoenové nenasycené mastné kyseliny jsou charakteristické pfitomnosti jedné dvojné vazby
mezi atomy uhlikd. Pfitomnost dvojné vazby zapfi¢iituje omezeni v pohybu acylového fetézce.
Kolem dvojné vazby vznikaji cis a trans konfigurace (Obrazek 2). Nejbéznéji maji dvojnou
vazbu s cis konfiguraci nejéastéji zacinajici na devatém uhliku (pocitano od karboxylového
konce). Cis formy jsou termodynamicky vice stabilni nez trans. Trans izomery se v ptirodé
nevyskytuji, ale vznikaji zahfatim oleje na vysokou teplotu. Cis konfigurace zplisobuje zlom
do primérného tvaru molekuly, zatimco trans konfigurace zajist'uje mastné kyselin¢ vlastnosti
bliz8i nasycenym kyselinam s ekvivalentni délkou fetézce [15]. Nejrozsifenéjsi nenasycenou
mastnou kyselinou je kyselina olejova, kterd je slozkou témét vSech triacylglycerolt

obsazenych v piirodnich tucich a olejich [3].
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CHs - (CHz)x - C = C - (CHz)y, - COOH
cis konfigurace

H

|
CHs = (CHa)x - C = C — (CH,), - COOH

|
H

trans konfigurace

Obrazek 2: cis a trans konfigurace mastné kyseliny
Dienové kyseliny jsou odvozené od kyselin monoenovych a obsahuji dvé dvojné vazby [15].

Nejrozsitengjsi dienovou mastnou kyselinou je kyselina linolova [3].

Esencidlni mastné kyseliny, kyselina linolovd a kyselina linolenova jsou polynenasycené
mastné kyseliny, z nichz nékteré maji alespoit dvé dvojné vazby uhlik-uhlik v hydrofobnim
uhlovodikovém fetézci [1]. Naptiklad kyselina linolovd ma osmnéct atomi uhliku a dvé dvojné
vazby na uhlicich ¢. 9 a 12 (od karboxylového konce), jeji oznaceni se pak zapisuje (18:2).
Esencialni mastné kyseliny jsou pro ¢lovéka nezbytné a voln€ dostupné ve stravé. Pro ziskani
jejich plnych vyhod musi byt metabolizovany na jejich pfislusné metabolity s dlouhym
feté¢zcem. Esencidlni mastné kyseliny a jejich derivaty maji riizné biologické ucinky a jsou

zapojeny do fyziologickych a patologickych procest [1].

1.1.5 Ziskavani mastnych kyselin z oleji

Vétsina mastnych kyselin se pfirozené vyskytuje v podobé¢ triacylglycerolli v rostlinnych
a zivoCiSnych materidlech, ze kterych jsou ziskdvany. Nejprve musi byt provedeny kroky
zpracovani pro ziskani pozadovanych triacylglyceroll, které se déale hydrolyzuji, aby doslo

k oddéleni mastnych kyselin od glycerolu.

Tradi¢ni zpracovani 1ze rozdé€lit do Ctyt krokii: regeneraci, rafinaci, konverzi a stabilizaci oleje.
Regenerace zahrnuje mechanické lisovani nebo extrakci rozpoustédlem, aby doslo k oddéleni
surového oleje nebo tuku od jinych slozek jako jsou sacharidy a bilkoviny. Vysledny olej nebo
tuk se nasledné rafinuje, aby se odstranily nezadouci slozky. Poté mlze byt olej nebo tuk
modifikovan pomoci hydrogenace, winterizace (krystalizace tuhych podild oleje), krystalizace
nebo interesterifikace, aby doSlo ke zméné jejich fyzikalnich vlastnosti. Findlnim krokem
je stabilizace, kterd zajisti, Ze olej nebo tuk je ve spravné krystalové formé, aby splioval

pozadované funkce a stabilitu [17].
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Hydrolyza rostlinnych oleji a tukll je endotermicka reakce. S rostouci teplotou se stupen
hydrolyzy zvySuje a pfi vysokych teplotach a tlacich se také zvySuje misitelnost vody s lipidem.
Timto se zvySuje rychlost hydrolytické reakce [18]. Hydrolytické reakce mohou probihat
v kyselém nebo alkalickém prostfedi, o alkalické hydrolyze miZzeme mluvit také jako

o saponifikaci neboli zmydelnéni.

Jednim z prvnich primyslové vyuzivanych procest byl Twitchelltiv proces. Probihal za pouziti
Twitchellova ¢inidla, které bylo smési kyseliny olejové, kyseliny sirové a naftalenu, pfi teploté
varu vody a atmosférickém tlaku za pouZiti pary. Tento proces se ptestal pouzivat vzhledem
k jeho ¢asové naro¢nosti (36-48 hodin) a pouzivani silnych kyselin. V soucasné dob¢ se mastné
kyseliny komeréné ziskavaji reakci rostlinnych oleji a Zivoc¢isnych tukti s pfehfatou pérou.
Reakce se obvykle provadi pfi teploté 100-260 °C a tlaku 100-7000 kPa za pouziti 0,4-1,5 hm.%
poméru vody k oleji. Pro $tépeni tukl se pouziva vsaddkovy autoklavovy proces. Dochézi
k produkei smési volnych mastnych kyselin a cely proces trva pouze 6-10 hodin. Reakce
probiha rychleji diky provozu pii vysokém tlaku. Hlavni nevyhodou je potieba destila¢ni

jednotky pro ¢isténi vzniklych volnych mastnych kyselin a vysoka spotieba pary [17; 19; 20].

Pfeména triacylglyceroli na karboxylové kyseliny pomoci silného hydroxidu (hydroxid
draselny nebo sodny ve vod¢) je velmi béznym zplsobem ziskdvani mastnych kyselin. Béhem
alkalické hydrolyzy jsou hydrolyzovany esterové vazby mezi glycerolem a mastnymi
kyselinami za vzniku sodnych nebo draselnych soli mastnych kyselin v podobé mydel (Obrazek
3). Mechanismus reakce probiha prostfednictvim krokl, kdy prvné dojde k pfechodu
triacylglycerolu na diacylglycerol a poté na monoacylglycerol, pfi¢emz nakonec zlistane volny
glycerol. Hydrolyza centradlniho esteru je zvyhodnéna, takze dva externi estery jsou
hydrolyzovany az po centrdlnim. Tradi¢ni alkalickd hydrolyza olejii nebo tuki se typicky
provadi ve vodni 1azni s pfidanim alkalického vodného roztoku. Reakce vyzaduje stalé michani

a zahtati [21].

H,OH Rgﬂ'ﬂa*

H,0CR T
Q H0 0
HOCR" + 3MaOH —— THGH 4+ R'CO Ma*
C

Hzngn” H,OH R”E(}‘Na*
. Soli karboxylovych
| 1
Triacylglycerol Glycero kyselin

Obrazek 3: Alkalicka hydrolyza triacylglycerolu, Prevzato a upraveno [21]
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1.1.6 Vyuziti mastnych kyselin

Vzhledem k jejich strukturni rozmanitosti jsou mastné kyseliny Siroce vyuZzivany jako suroviny
pro potravinaiské aplikace, kosmeticky primysl a oleochemicky primysl [17]. Také biopaliva
zalozena na mastnych kyselinach a jejich derivatech jsou zajimavym tématem pro primysl pro

vyrobu ekologicky SetrnéjSich biopalivovych sloucenin [22].
Mastné kyseliny a jejich derivaty jsou dilezitymi slozkami kosmetickych produktd [17].

V kosmetice maji vyuziti zejména polynenasycené mastné kyseliny. Omega-3 a omega-6

mastné kyseliny (Tabulka 3) udrzuji pokozku pruznou a hydratovanou. Omega-3 kyseliny maji

-----

vlivy [23].

Tabulka 3: Zakladni omega-3 a omega-6 mastné kyseliny [23]

Omega-3 Omega-6
Kyselina a-linolenova 18:3 Kyselina linolenova 18:2
Kyselina eikosapentaenova 20:5 Kyselina y-linolenova 18:3
Kyselina dokosahexaenova 22:6 Kyselina arachidonové 20:4

1.2 Fosfolipazy

Vedle ziskavani mastnych kyselin chemickou hydrolyzou, lze vyuzit i hydrolyzu pomoci
enzym, fosfolipaz. Fosfolipazy se fadi do skupiny enzymi oznac¢ované jako hydrolazy (EC
3.1.1.X), které katalyzuji rozkladnou reakci za pfitomnosti vody. Jsou vsSudypiitomnou
skupinou enzymi, které hydrolyzuji fosfolipidy [24]. Lisi se od sebe v misté¢ pilisobeni
v molekule fosfolipidu. Kontinualni remodelace bunéénych membran vyzaduje ptisobeni jedné
nebo vice fosfolipdz. Maji v organismu nékolik roli, jako je trdveni Zivin nebo tvorba
bioaktivnich molekul zapojenych do buné¢éné regulace. Vazbou na regulacni membranovy
receptor muze nékolik fosfolipaz vykonavat biologickou funkci nezavisle na jejich katalytické
aktivité. Témét vSechny fosfolipazy jsou aktivnéjsi na agregovaném substratu nad tzv. kritickou
micelarni koncentraci (CMC) fosfolipidu (Obrazek 4) [25]. CMC je koncentrace, pfi niz
se zacCinaji tvofit micely v roztoku. Pod touto koncentraci je miceldrni koloid v systému pouze

ve formé& unimernich molekul a nad ni vS§echny pfidavané molekuly asociuji do micel [26].
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Obrazek 4: Zavislost aktivity fosfolipdzy a nespecifické esterdzy na koncentraci substratu, Prevzato a upraveno [25]

1.2.1 Klasifikace fosfolipaz

Fosfolipazy se d€li podle mista sté€peni fosfolipidu na fosfolipazu A1, A2, B, C a D. Fosfolipazy
A (PLAS) jsou acylhydrolazy a d€li se podle hydrolyzy 1-acylesteru (PLA1) nebo 2-acylesteru
(PLA2). Produktem jsou volné mastné kyseliny a lysofosfolipidy. Ty, které¢ hydrolyzuji obé
acylové skupiny patfi do skupiny fosfolipdz B (PLB) a také se fadi mezi acylhydrolazy.
Fosfolipazou C (PLC) je katalyzovano Stépeni glycerofosfatové vazby. Odstranéni zdkladni
skupiny (O-R skupina na fosfatu) je katalyzovano fosfolipAizou D (PLD) a produktem
je kyselina fosfatidové a ptislusna hlavni skupina. PLC a PLD se fadi mezi fosfodiesterazy [24].

Stépeni molekuly fosfolipidu jednotlivymi skupinami fosfolipaz je znazornéno na Obrazku 5.
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Obrazek 5: Mista hydrolytického Stépent fosfolipaz, Prevzato [24]
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1.2.2 Fosfolipaza Al

Jak bylo dfive uvedeno, fosfolipdza Al katalyzuje vyhradné¢ hydrolyzu v poloze sn-1.
produktem reakce je volna mastna kyselina a lysofosfolipid. Biologicka role této acylhydrolazy
spociva v ucasti v tzv. Landsové cyklu. Landstv cyklus je deacyla¢né-reacylacni cyklus,
u kterého se predpoklada, Ze dochazi k remodelaci acylového fetézce fosfolipidl pro zachovani
homeostatického slozeni molekul fosfolipidu v membranovych dvojvrstvach. Enzym PLAL1
vykazuje obvykle mnohem niz$i LysoPLA aktivitu a aktivitu neutrdlni lipazy, i ptesto preferuje
misto Stépeni sn-1 [25]. Pro maximélni aktivitu je potfeba zvolit vhodné podminky, klicové

parametry pro fosfolipazu jsou teplota a pH [27; 28; 29].

Za PLA1 enzymy mohou byt oznacovany pouze ty, které prosly urcitou trovni €iSténi nebo
klonovénim a charakterizaci. Jedinym neménnym rysem fosfolipdzy Al se zda byt lipazovy
konsenzuélni motiv v peptidové sekvenci, ktery sleduje vzorec aminokyselinovych zbytk,
uvnitf kterého se nachézi spole¢ny motiv GXSXG obsahujici katalyticky serin v aktivnim misté
jako soucast katalytické triady. Fosfolipazy Al vykazuji podstatnou sekvencni podobnost

s pankreatickymi, jaternimi a endotelidlnimi lipazami [30].

V soucasné dobé je u savci zndmo devét molekul PLAI1, Sest extraceluldrnich a tfi
intracelularni PLA1 enzymy. Intracelularni a extracelularni PLA1 nesdili zddné sekvencni
homologie a maji odliSné funkce. VSechny extracelularni PLA1 patii do rodiny gent
pankreatické lipazy, kde je v souCasnosti znamo deset ¢lenti [31]. Extracelularni se skladaji
z fosfatidylserin (PS)-specifické PLA1 a membranové-asociované pro kyselinu fosfatidovou
(PA)-selektivni PLA1. Tyto fosfolipazy A1 vykazuji striktni substratovou specifi¢nost a mohou
mit fyziologické role, protoze produkuji lysofosfolipidy, lyso-PS a lyso-PA, o kterych
je znamo, ze jsou lipidovymi medidtory mnoha biologickych funkci [30]. Fosfolipaza A1l
se nachdzi i u metazodlnich a prvokovych paraziti nebo v hadich jedech. V mikroorganismech
byla identifikovéana fada fosfolipaz. Prokaryotickd verze enzymu PLA1, ktera byla objevena
u podtiidy bakterii proteobacteria, gen pro PLA1 byl izolovan z rodu Serratia a nasledné
exprimovan v E. Coli. Velké mnozstvi fosfolipaz bylo identifikovano také v houbach. Dlouho
pouzivand v Japonském fermenta¢nim primyslu je vlaknita houba Aspergillus oryzae, ktera
obsahuje gen kodujici sekretovanou PLA1. Ackoli byla tato PLA1 ¢astecné charakterizovana,
jejiregiospecifita na sn-1, substratova specifita, bunécna lokalizace a fyziologicka funkce zatim

nebyly zcela pochopeny [30; 31].
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1.2.3 Vyuziti fosfolipaz

O fosfolipazy je velky zdjem v potravinarském a farmaceutickém priamyslu. V potravinarském
primyslu se fosfolipazy bézné vyuzivaji ke zlepSeni emulgacnich vlastnosti potravinarskych
vyrobkll piisobenim na fosfolipidy jiz ptitomné v ptisadach [32; 33; 34]. Naptiklad pfi vyrobé
chleba, kdy fosfolipazy generuji piirodni emulgatory hydrolyzou lipida v tésté¢ [34].
Enzymaticky modifikovany lecitin obsahujici lyso-PL mé vyssi hydrofilni a lipofilni rovnovéhu
nez lecitin. Poskytuje lepsi tepelnou odolnost pii vystaveni vysokym teplotdm a jsou vhodnymi
emulgatory pro potravinaiské a kosmetické aplikace [32]. Také uprava vaje¢ného zloutku
pomoci PLA1 k hydrolyze PL na lyso-PL zlepSuje jeho emulgaéni schopnosti a zejména jeho
schopnost vytvaret stabilni emulze [33]. Fosfolipazy také zlepSuji vytézek komercné
vyrabénych rostlinnych oleji [24]. Lysofosfolipidy jsou bézné vyuzivany jako povrchove
aktivni latky v potravinaiské technologii [33; 34] a kosmetice [30; 32] a jako slozky lipozom1
pouzivanych pfi dodavani léciv. Komeréné se lysofosfolipidy vyrabi prostfednictvim jejich
chemické syntézy nebo plisobenim extraktl z praseci slinivky, kterd obsahuje PLA2. Pro
fosfolipazu A2 je komeréné dostupnd fada zdroji, zatimco u PLAI1 jsou potize s produkci
a ¢isténim enzymu. Jako potencidlni pfirozeny zdroj PLA1 byl studovan prvok Tetrahymena
thermophila. Geny pro PLA1 byly klonovany z rizné fady mikroorganismu, u kterych byla
vyzkousena purifikace pro splnéni komerc¢nich potieb, ale Z4dnd znich nebyla

charakterizovana [30; 32].

1.2.4 Enzymaticka pfeména oleji na mastné kyseliny

Vyuziti enzymt jako biokatalyzatorti pro oleochemicky primysl je zejména kviili jejich dobie
enzymy jsou lipazy, které se primarné€ vyuzivaji pro enzymatickou hydrolyzu triacylglycerold.
Primyslové pouziti zatim omezuje citlivost lipaz na reakéni podminky jako je teplota nebo pH
a obvykle jsou drahé a obtizné se ziskavaji (Tabulka 4). Enzymatické katalyza probiha bez
vytvareni vedlejSich produktl, regenerace produktu je snadné a Ize katalyzator znovu pouzit
v ptipadé, ze je fixovan na pevnou fazi [35]. Lipazy mohou katalyzovat ¢aste¢nou nebo tiplnou
hydrolyzu lipidl [36]. Aby mohl byt enzym znovu pouzit je potfeba ho imobilizovat na néjaky
nosic jako jsou tfeba magnetické castice. Vysledky studii [27; 28; 29] dokazuji, ze imobilizace
znaéné zlepSuje stabilitu enzymu i proti tepelné denaturaci. Diky zvySené tepelné stabilité

imobilizovaného enzymu se zvysuje také jeho zivotnost.

Pii reakcich katalyzovanych lipdzami je nevyhodou nemisitelnost mezi substraty, lipazy maji

zvlastni mechanismus katalyzy, ktery jim umoziiuje plsobit na rozhrani mezi hydrofobnim
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a vodnym prostfedim. Tento mechanismus se nazyva mezifdzova aktivace a dochazi zde
k pohybu polypeptidového fetézce zvané ,,viko®™. V neptitomnosti faizového rozhrani pokryva
viko jejich centrum aktivnich mist, coz zplsobuje blokovani pfistupu enzymu k molekule
substratu. Pokud je naopak fazové rozhrani pfitomno, dochazi ke konformacni zméné enzymu
a také kexpozici jeho aktivniho centra [37]. Vétsi katalytickou aktivitu béhem
transesterifikacni reakce vyvolé pfidani organického rozpoustédla, které zvysi rozpustnost oleje
v alkoholu. Koncentrace pomocného rozpoustédla by méla byt nizkd, aby nedoslo k inaktivaci
lipazy. Transesterifikacni proces s pouzitim pomocnych rozpoustédel umoziuje také soucasnou

konverzi volnych mastnych kyselin a triacylglycerolil na estery [38].

Postup pro odstranéni fosfolipidli ze surového oleje navrzeny Yu a kol. (2013) [27] vyuzival
enzymatické hydrolyzy za pouziti enzymu fosfolipazy Al (Lecitase Ultra). Dosdhli snizeni
hladiny fosforu na mén¢ nez 10 mg/kg po 7 hodinach reakce. Metoda pro zlepSeni kvality
sojového oleje za pomoci enzymatické hydrolyzy navrzend Luo a kol. (2023) [29] vyuzivala
enzymu fosfolipazy Al (Aspergillus oryzae). Dosahli snizeni hodnoty fosforu v oleji na
35,09 mg/kg po 3 hodinach reakce. Ob¢ tyto metody byly provedeny s vyuzitim imobilizace
enzymu na magnetické nanocastice. Xiang a kol. (2014) [28] navrhli metodu vyuziti
hydrolytické aktivity fosfolipazy Al (Lecitase Ultra) pro vyrobu strukturovanych fosfolipida
obohacenych o kyselinu dokosahexaenovou a kyselinu eikosapentaenovou. Bylo dosazeno 74%

celkového vytézku. Pro tuto metodu byly jako nosi¢ enzymu pouzity ¢astice makroporézni

pryskyfice.
Tabulka 4: Prehled vvhod a nevyhod pro riizné druhy hydrolyzy
Druh hydrolyzy vyhody nevyhody
Kysela rychlé, levné, necitlivé k necistotdm extremn pzqdrpmky, potfeba dile
Cistit produkt

I . . . icekrokovy lejsi

Alkalicka rychlé, levné, snadné vicekrokovy proces, vedlejsi
produkty

.+, | zadné vedlejsi produkty, katalyzator drahé, citlivost na reakéni
Enzymaticka " .

lze znovu pouzit podminky

1.2.5 Aktivita enzymu
ProtoZe jsou enzymy obsazeny v biologickém materialu v nizkych koncentracich, je lepsi znat
jejich ucinnost spiSe nez jejich mnozstvi. Pro méfeni aktivity enzymu se namisto jejich

koncentrace vyuziva jejich substratova specifita. MnoZzstvi enzymu je nepiimo kvantifikovano
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na zékladé reakéni rychlosti, jakou enzym katalyzuje pfeménu substratu na produkt
ve zvoleném cCasovém intervalu. Metoda je dostatecné specifickd pouze za ptedpokladu,
Ze na substrat pisobi v daném materidlu pouze jeden enzym. Pokud je zvolena vhodna
koncentrace substratu vzhledem k enzymu je metoda i dostatecné citliva a ptesnd. Pro snadné
porovnavani rychlosti tbytku substratu nebo pftirGstku produktu, je potieba, aby reakce
probihala podle kinetiky nultého fadu. Toho lze dosdhnou v ptipadé, je-li veskery enzym
substratem nasycen. K vazbé veskerého enzymu do enzym-substratového komplexu ES
(Obrazek 6) dojde pouze v ptipadé velkého nadbytku substratu [39]. Fosfolipazy maji velmi
nizkou aktivitu na monomernim substratu, k jejich aktivaci dojde po ptekroceni CMC [25].
Jednotkou enzymové aktivity jsou unit [U], ktery udava mnozstvi enzymu potiebné k preméné
1 pumol substratu za minutu nebo katal [kat], ktery udavd mnoZzstvi enzymové aktivity, které

katalyzuje pteménu 1 molu substratu za sekundu [39].

P.

komplex
enzym + substrat enzym-substrat enzym + produkty

Obrdazek 6: Schéma reakce katalyzované enzymem. Prevzato [40]

Enzymova aktivita miZe byt ovlivnéna né€kolika faktory:

a) Teplota: rychlost enzymové katalyzovanych reakei s teplotou vzristd. Pokud teplota
pfesdhne kritickou hodnotu, dojde k denaturaci bilkovinné ¢asti molekuly enzymu
arychlost reakce zacne klesat. VéEtSina enzymli ma nejvyssi aktivitu pii teploté 37 °C
a aktivitu ztraci pii 55-60 °C.

b) pH: enzymy putsobi katalyticky pouze v urcité oblasti pH. Tato vlastnost je spojena
s disocia¢nim stavem kyselych a bazickych skupin aktivniho centra. VétSina enzymi ma
pH-optimum v neutralnich nebo slabé kyselych hodnotach.

¢) Modulatory: prvni jsou latky zvysujici rychlost enzymové reakce, ktera nazyvame
aktivatory. Pokud je enzym v neaktivni formé v podob¢€ proenzymi nebo zymogenti, méni
se pomoci aktivatoru na aktivni formu. Aktivator dosedne na aktivni misto enzymu a tim
dojde k jeho aktivaci a miZe plnit svoji funkci. Druhymi modulatory jsou inhibitory, které
snizuji rychlost enzymové reakce. Negativné ovliviluji vazbu mezi enzymem a substratem,

napiiklad mohou napodobovat substrat a blokovat aktivni misto [40].

25



1.3 Pouzité analytické metody

1.3.1 Tukova ¢isla

Cislo kyselosti (CK) je mirou obsahu volnych mastnych kyselin v tuku a je vyjadfen jako
spotiebované mnozstvi KOH (v mg) potiebného k neutralizaci kyselin obsazenych v 1 g tuku.
Rozpustény tuk je titrovan 0,1M roztokem KOH v ethanolu s pfidavkem indikatoru

fenolftaleinu nebo thymolftaleinu. Pro vypocet se vyuziva Rovnice 1.

tislo kyselosti = 56,11 - cxop - <% [mg KOH/g] (1)

v

kde ckom je koncentrace hydroxidu draselného [mol/l], Vkow je spotiebovany objem hydroxidu

draselné¢ho [ml] a m, je hmotnost stanovovaného vzorku [g].

DalSimi jsou ¢islo zmydelnéni, které vyjadiuje hmotnost KOH (v mg) potfebného k neutralizaci
mastnych kyselin a k hydrolyze jejich estert v 1 g tuku. Esterové ¢islo, které vyjadiuje obsah
esterové vazanych mastnych kyselin a udava se jako hmotnost KOH (v mg) potiebného
k hydrolyze esterti mastnych kyselin obsazenych v 1 g tuku. Jeho vypocet je pouze rozdil Cisla
kyselosti od ¢isla zmydelnéni. Nasobenim esterového Cisla faktorem 0,547 mizeme vypocitat
obsah vazaného glycerolu v tuku (v mg/g). K vyjadieni obsahu parcidlnich esterti glycerolu
v tuku se pouziva hydroxylové cislo, ktery se vyjadiuje jako hmotnost KOH (v mg) a ta je

potom ekvivalentem obsahu hydroxylovych skupin [41].

1.3.2 UV-Vis spektroskopie

U spektroskopie v ultrafialové (UV) a viditelné¢ (Vis) oblasti svétla pozorujeme excitaci
elektrond. Elektron je excitovan, pokud odpovida frekvence dopadajiciho zafeni rozdilu energie
mezi dvéma elektronickymi stavy. Tento energeticky rozdil zavidi na elektronové struktufe
zkoumané molekuly a jejim prostiedi. Pokud frekvence zatfeni odpovidéa energetickému rozdilu
pfechodu mezi dvéma energetickymi stavy, dochédzi k rezonan¢ni excitaci, zmén¢ rozlozeni
elektronové hustoty a elektronovému ptechodu. Energii potfebnou pro piechod poskytuje
zafeni. Tento proces je znamy jako absorpce [42]. U spektrofotometru dochéazi k rozdéleni
svétla na jednotlivé vlnové délky hranolovym nebo miizkovym monochrométorem. Pro UV
oblast se pouzivaji deuteriové vybojky a pro oblast viditelného svétla wolframové vybojky.

Nastroje se pak rozliSuji na jednopaprskové a dvoupaprskové [43].
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1.3.3 Infracdervenda a Rammanova spektroskopie

Tyto metody se vyuzivaji zejména pro identifikaci funkénich skupin ve vzorku. U infracervené
(IC) spektroskopie dochazi k absorpci charakteristické frekvence infraderveného zafeni
riznymi funkénimi skupinami. Jde o méfeni absorpce riznych IC frekvenci vzorkem
umisténym v draze IC paprsku. Infradervené zafeni pokryva ¢ast elektromagnetického spektra,
které ma vlno&et od cca 13 000 do 10 cm™. Informace o IC absorpci je prezentovana ve formé
spektra jako zavislost absorbance na vinoc¢tu [44]. U Rammanovy spektroskopie dochazi
k méfeni rozdilu energii vibracnich hladin molekuly, je zaloZena na tzv. Rammanove¢ jevu, kdy
dochazi k ptechodu molekuly mezi dvéma vibra¢nimi hladinami po interakci s fotonem.
Zdrojem fotonu je nejcastéji laserovy paprsek. Vysledkem je spektrum zdvislosti intenzity

posunutého zafeni na rammanové posunu (také ve formé vinoctu) [45].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Chemikalie a materialy

Ptistroje a pomucky:

Magneticka michacka s topnou deskou Heidolph MR Hei-Tech (Heidolph instrument
GmbH & CO, USA)

Hiidelova michacka Heidolph Hei-Torque Core (Heidolph instrument GmbH & CO,
USA)

Analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments GmbH, Gottingen, Némecko)
Rotator Bio RS-24 (Biosan, Riga, Lotysssko)

Thermo-Shaker TS-100C (Biosan, Riga, Lotyssko)

Magneticky separator (Invitrogen™ ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA)
pH metr Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)

Centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Spektrofotometr PowerWawe™ HT, software Gen5 (BioTek, Vermont, USA)
Infracerveny spektrometr s Fourierovou transformaci Nicolet iS50, software Omnic
(ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA)

Mikropipety (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Mikrotitracni desticky, 96 jamek (PP, P-Lab, CR)

Chemikalie:

Enzym fosfolipaza A1l z Aspergillus oryzae > 10 KLU/G (Sigma Aldrich, Missouri,
USA)

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

Sojové fosfolipidy, mix fosfolipidl, > 20,0 % Fosfatidylcholin (Sigma Aldrich,
Missouri, USA)

Kyselina chlorovodikova, 36 % (Penta, Chrudim, CR)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Tris, Cistota p.a. (Sigma Aldrich, Missouri, USA)
4-nitrofenylbutyrat, NPB, > 98 % (Sigma Aldrich, Missouri, USA)

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

Dodekahydrat hydrogenfosforeénanu sodného, &istota p.a. (Lachner, Neratovice, CR)
Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného, ¢istota p.a. (Lachner, Neratovice, CR)

Repkovy olej
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Hydroxid draselny, &istota p.a. (Penta, Chrudim, CR)
Chlorid vapenaty (CaCly), &istota p.a. (Penta, Chrudim, CR)

Magnetické Castice:

Magneticka makroporézni perlova celuldza, porozita 200, —OH funkéni skupiny,

velikost ¢astic 80—100 pm (IONTOSORB, Usti na Labem, Ceska Republika)

Roztoky:

0,1 M fosfatovy pufr pH =7,3

0,1 mM Tris—HCIl pH = 7,4

0,2 M NalO4

Zasobni roztok 50 mM NPB (v acetonitrilu)

Zasobni roztok fosfolipazy Al z Aspergillu oryzae (3,7 mg/ml) ve fosfatovém pufru
(0,1M, pH 7,3)

Zasobni roztok lipazy Candida rugosa (2,5 mg/ml) ve fosfatovém pufru (0,1M, pH
7,3)

2.2 Alkalicka hydrolyza

Jako vychozi latky byly pouzity fepkovy olej a lecitin, kterého bylo ptidano 0, 0,5, 1 a 3 hm.%.

Smés oleje s lecitinem byla pfevedena pomoci zmydelnéni s naslednym okyselenim kyselinou

chlorovodikovou na smés volnych mastnych kyselin. Po reakci bylo stanoveno ¢islo kyselosti

a byla provedena analyza infra¢ervenou a Ramanovou spektroskopii.

Zmydelnéni

Reakce probihala v kadince o objemu 1000 ml. Nejprve bylo navazeno potiebné mnozstvi

vychozich latek (Tabulka 5). Hydroxid draselny byl rozpustén v destilované vodé (62 hm.%) a

poté byl po kapkach ptidavan za stdlého michani do reakéni smési (Obrazek 7). Po ptidani

celého objemu hydroxidu probihala reakce za stalého michani po dobu 2 hodin pfi teploté 60°C.

Tabulka 5: Navazky vychozich latek pro zmydelnéni, Z1 = repkovy olej bez fosfolipidu, Z2 = fepkovy olej s 0,5 hm.%

Josfolipidu, Z3 = fepkovy olej s 1 hm.% fosfolipidu, Z4 = repkovy olej s 3 hm.% fosfolipidu

Hmotnost [g] Z1 72 73 74
Repkovy olej | 150 149,25 148,5 145,5
Lecitin 0 0,75 1,5 4,5
KOH 190 190 190 190
Voda 116 116 116 116
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Obrazek 7: Aparatura pro zmydelnéni

Po dvou hodinach byla smés zneutralizovana 36% kyselinou chlorovodikovou a pH bylo
kontrolovano pomoci pH metru a upraveno na vysledné pH 3. Roztok byl nasledné pieveden
do délici nalevky, kde byla oddélena vodna faze od organické. Po promyti organické faze vodou
byla vodna faze odpusteéna a organicka faze, tj. smés mastnych kyselin, byla pouzita pro zjisténi

Cisla kyselosti.
Cislo Kkyselosti

Na analytickych vahach bylo do dvou titranich ban€k navazeno 0,25 g smési mastnych kyselin.
Do kazdé titracni banky bylo pomoci odmérné¢ho valce odméfeno 30 ml smési ethanolu
s toluenem, aby se mastné kyseliny rozpustily. Poté byly pfidany 3 kapky indikatoru
fenolftaleinu. Smés byla za stdlého michani titrovana 0,1M KOH v ethanolu s f=0,9852 dokud
smés Vv titraéni bafice nezrizovéla. Cislo kyselosti bylo vypogitano ze spotiebovaného KOH

(Tabulka 6) (Rovnice 1).

Tabulka 6: Navazky smési a spotireba KOH, Z1 = fepkovy olej bez fosfolipidu, Z2 = fepkovy olej s 0,5 hm.% fosfolipidu, Z3
= repkovy olej s 1 hm.% fosfolipidu, Z4 = repkovy olej s 3 hm.% fosfolipidu

Z1 72 73 74
ml MK [g] 0,2584 0,256 0,2577  0,2551
m2 MK [g] 02551 02534 02567 02555

V1 KOH [ml] 10,08 10,29 9,55 9,9

V2 KOH [ml] 9,34 10,2 9,4 9,8
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2.3 Enzymaticka katalyza

Imobilizace enzymu na makroporézni perlovou celuléozu

Pro imobilizaci enzymu na magnetické ¢astice makroporézni perlové celuldozy bylo nejprve
potieba provést oxidaci hydroxylovych funk¢nich skupin ¢astic. Pro imobilizaci bylo odebrano
500 pl sedimentovanych ¢astic pomoci magnetického separatoru, ty byly nasledné 10x promyty
destilovanou vodou, pro odstranéni stabiliza¢niho roztoku. K sedimentovanym casticim bylo
nasledné pridano 500 pl oxida¢niho ¢inidla (0,2 M NalO4) a smés byla inkubovana 90 minut
pfi laboratorni teploté za mirného otidCeni ve tmé. Po oxidaci byly castice 10x promyty
destilovanou vodou a byl pfidan roztok enzymu fosfolipazy Al/lipazy (750 pg v Iml
fosfatového pufru, 0,1 M, pH 7,3). Takto pfipravena smés byla inkubovana 3 hodiny pfi
laboratorni teploté na rotatoru. Po imobilizaci enzymu byl odebran supernatant a ¢astice byly
10x promyty fosfatovym pufrem (0,1 M, pH 7,3), ve kterém byly skladovany pii 4 °C pro dalsi
pouziti.

Stanoveni aktivity fosfolipazy Al

Jako substrat byl pouzit p-nitrofenylbutyrat (NPB) a pro kazdou sérii méfeni byl pfipraven
cerstvy zasobni roztok v acetonitrilu o koncentraci 50 mmol/l. Tento zasobni roztok byl fedén
na pozadovanou koncentraci 0,75 mmol/l pro 200 ul reakéni smési. Reakéni smés v jamkach
mikrotitracni desticky obsahovala enzym fosfolipdzu Al o koncentraci 5 pg/ml. Aktivita
enzymu byla nejdiive proméfena pro teploty 25, 30, 37, 40, 45 a 50 °C monitorovanim produktu
enzymatické hydrolyzy p-nitrofenolu spektrofotometricky v prostfedi Tris-HCI pufru o pH 8,
stejna reakce byla métena jesté s ptidavkem CaCl, o koncentraci 25 mmol/l. Absorbance byla
meétena spektrofotometricky pii 414 nm po celkovou dobu 60 minut v intervalech 10 minut.

Vysledky byly nésledné zpracovany v programu Excel.

Stejné ptipravend reakce byla ndsledné provedena pii 30 a 50 °C v Tris-HCI pufru o pH 4, 5, 6,
7 a 8. Reakce byla opét opakovana s pfidavkem CaCl; o koncentraci 25 mmol/l. Prib¢h reakce

byl monitorovan spektrofotometricky pii 414 nm.
Enzymaticka hydrolyza fosfolipidii

Byly provedeny dvé reakce, nejdiive pro dvé rtizné koncentrace enzymu a poté pro rizné
koncentrace  substratu  fosfolipidu. Reakce byly provadény v mikrozkumavkach

s imobilizovanou a solubilni lipazou Candida rugosa a fosfolipazou Al o koncentracich 100
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a 200 pg /ml. Reakce probihala vzdy v thermomixeru (510 rpm) po dobu 4 hodin pfi teplotach
37 a40 °C.

Pro prvni reakci byly pfipraveny roztoky sojového fosfolipidu v ethanolu, aby mnozstvi
enzymu k fosfolipidu bylo 0,2 hm. % a pfidany po 1ml k enzymu o koncentraci 100 a 200
ng/ml. Reakce probihala pti 37 a 40 °C pfi pH 5.

Pro druhou reakci byly pfipraveny c¢tyfi roztoky fosfolipidu 2% a 5% kazdy v ethanolu
a v destilované vod¢ a ke kazdému znich byl pfidan CaCl. o koncentraci 25 mmol/l.

Koncentrace enzymu byla v kazdé zkumavce 200 pg/ml. Reakce probihala pti 40 °C.

Mikrozkumavky se solubilnim enzymem byly nésledné zahtaty na 90 °C pro zastaveni reakce.
Reakéni smési byly centrifugovany a byl odebran supernatant. Odebrané vzorky byly nasledné
analyzovéany infracervenou spektrometrii (FT-IR). Magnetické c¢astice s imobilizovanymi

enzymy byly nasledné promyty a uchovany pii 4 °C pro stanoveni rezidudlni aktivity.

2.4 Analyza reakénich produktii hydrolyzy metodou FT-IR

Byl vyuzit infracerveny spektrometr s Fourierovou transformaci (FT-IR) Nicolet iS50
s integrovanym syst¢émem Omnic a s jednoodrazovym diamantovym ATR modulem.
U namétenych spekter byly identifikovany vyznamné funkéni skupiny, které byly pfitomny ve
vzorcich pfi chemické homogenni i enzymatické hydrolyze. Na ATR modul bylo odpipetovano
50 ul vzorku a méfeni bylo provedeno s po¢tem skenii 32, ATR korekci a rozliSenim 1 cm™.

Spektra byla zpracovana pomoci programu Origin a nasledné vyhodnocena.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Prace se zabyva riznymi zplsoby pfemény fosfolipidii na mastné kyseliny a studiem aktivity
fosfolipazy A1 z Aspergillus oryzae a jejiho vyuziti pro pfipravu mastnych kyselin v porovnani
s homogenni katalyzou. Zamérem bylo otestovat ovlivnéni alkalické hydrolyzy pfidavkem
fosfolipidli a otestovat hydrolytickou aktivitu solubilniho enzymu. Nésledné¢ enzym

imobilizovat na vhodny nosic a také pouzit pro hydrolyzu fosfolipida.

Zjisténi Cisla kyselosti umoznilo ziskat informace o mnozstvi uvolnénych mastnych kyselin
alkalickou hydrolyzou, a tedy jejich obsahu v samotném oleji a v oleji s pfidavkem fosfolipidu.

Pritomnost mastnych kyselin byla dale ovétena infracervenou spektrometrii.

Byla stanovena aktivit solubilni fosfolipazy pomoci chromogenniho substratu a byla uréena
vhodné reak¢ni teplota a pH. Nasledné byla provedena reakce imobilizované i solubilni
fosfolipazy s fosfolipidem, pro kterou byly zvoleny podminky na zéklad¢ informaci z literatury
[27; 28; 29], které se zabyvaly imobilizaci fosfolipazy A1l. K potvrzeni probéhlé hydrolyzy byla

pouzita infracervena spektrometrie.

3.1 Alkalicka hydrolyza

Repkovy olej s piidavky fosfolipidu byl pfeménén pomoci zmydelnéni a nasledné neutralizace
kyselinou chlorovodikovou na smés volnych mastnych kyselin (popsano v kapitole 2.2.1).
Mydla vytvorila pevné castice, které musely byt ponechdny pies noc, aby se rozpustily.
Mnozstvi uvolnénych mastnych kyselin bylo zjiSténo pomoci ¢isla kyselosti, jehoz stanoveni

probéhlo titraéni metodou podle postupu uvedeného v kapitole 2.2.2 (Tabulka 7).

Tabulka 7: Vypocitané hodnoty cisla kyselosti, Z1 = repkovy olej bez fosfolipidu, Z2 = repkovy olej s 0,5 hm.% fosfolipidu,
Z3 = repkovy olej s 1 hm.% fosfolipidu, Z4 = repkovy olej s 3 hm.% fosfolipidu

Z1 72 Z3 74
CK 1 215,6 222,198 204,86 214,53
CK 2 202,4 222.5 210,63 212,03
pramér 209 222,349 207,745 213,28

Volné mastné kyseliny (VMK) maji ¢islo kyselosti kolem 200-210 mg KOH/g to znamena, Ze

doslo k pfeméné témet ze 100 %.

Pro identifikaci funkénich skupin vzniklé smési mastnych kyselin byla pouzita infracervena

spektrometrie (IC). Zaznam popisuje zavislost absorbance na vlnoétu (obrazek 8).
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Ve spektrech vzniklych mastnych kyselin s pfidanym fosfolipidem nejsou v porovnéni
s ¢istymi VMK zasadni rozdily. V oblasti charakteristickych frekvenci (3300-1900 cm™) byly
identifikovany absorp¢ni pasy: (i) valencni vibrace alkentl, resp. dvojné vazby mezi uhliky
(3100-3000 cm™), (ii) OH skupiny (3500-3200 c¢cm'), (iii) skupina karboxylovych kyselin
(3200-2500 cm™). V absorp&nim pasu 2380-1850 cm™! se nachazela odezva diamantového ATR

modulu.
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Obrizek 8: IC spektrum volnych mastnych kyselin pro samostatny fepkovy olej (Z1), a s 0,5 (Z2), 1 (Z3) a 3 (Z4) hm.%
sojoveho fosfolipidu.

K identifikaci vysledku zmydelnéni byla provedena i Rammanova spektroskopie. V zdznamu
bylo obtizné identifikovat funkéni skupiny, kvili vyraznému Sumu zpisobeného rozptylem
laserového paprsku. Byly identifikovany pasy (i) dvojna vazba mezi uhliky (2980-3020 cm™)

a (ii) pasy prislusici barvivim obsazenym v oleji.
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Obrazek 9: Rammanovo spektrum repkového oleje a volnych mastnych kyselin pro samostatny repkovy olej (Z1), a s 0,5(Z2),
1 (Z3) a 3(Z4) hm.% sojového fosfolipidu

Pomoci ¢isla kyselosti a infracervené spektroskopie bylo potvrzeno, ze doslo k uspéSnému

prevedeni fepkového oleje a s6jového fosfolipidu na volné mastné kyseliny.

3.2 Enzymaticka katalyza

Diive nez byla fosfolipaza imobilizovdna na magnetické Céstice makroporézni perlové
celuldzy, byla stanovena aktivita solubilniho enzymu. Ke stanoveni byla pouzita metoda Alam
a kol. (2015) [46] upravena na naSe podminky. Byla ovétena zavislost aktivity fosfolipazy na
teploté a pH. Jako substrat slouzil 4-nitrofenylbutyrat (NPB) a byla monitorovana absorbance
produktu enzymatické reakce p-nitrofenolu. Zména absorbance v ¢ase byla métfena pii 414 nm
po celkovou dobu 60 minut v intervalech 10 minut. Nasledné¢ byla provedena reakce
hydrolytické¢ho $tépeni fosfolipidu. Vznikl¢ funkéni skupiny byly identifikovany pomoci

infracervené spektrometrie.

3.2.1 Zavislost aktivity fosfolipazy na teploté
Bylo stanoveno teplotni optimum solubilni fosfolipazy. Pro jeho uréeni byla méfena zavislost

absorbance na teploté. Méfeni bylo provedeno pro koncentraci enzymu 5 pg/ml a substratu
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NPB 0,75 mmol/l podle postupu uvedeného v kapitole 2.3.2. Aktivita enzymu byla sledovana
pti teplotach 25, 30, 37, 40, 45 a 50 °C. Teplotni rozmezi bylo zvoleno dle literatury [27; 29]
a protoZe je znamo, Ze enzymy reaguji dobfe za nizsich teplot, bylo méfeni rozsiteno i o teploty
25 a 30 °C. Vyssi teploty nez 50 °C byly naopak vytazeny, kviili mozné denaturaci enzymu.
Me¢éteni bylo pii kazdé teploté provedeno jesté s ptidavkem 25 mmol/l chloridu vapenatého,
ktery ma podle literatury [47] pozitivni vliv na aktivitu fosfolipazy. Do grafu zavislosti

absorbance na teploté (Obrazek 9) byly vyneseny hodnoty absorbance v ¢ase 50 minut.
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Obrazek 10: Teplotni optimum aktivity solubilni fosfolipazy v 50 minuté. Zavislost absorbance na teploté. Reakcni smés: 5
pg/ml fosfolipazy, substrat 0,75 mol/l NPB v prostredi Tris-HCI (0,1 mM, pH 7,4), reakcni podminky teplota 25, 30, 37, 40,
45 a 50 °C, 60 minut, A=414nm.

Z obrazku 9 je patrné, Ze optimalni teplotou pro hydrolytické $tépeni je 30 a 50 °C. Maximum
v 50 °C koresponduje s literaturou, enzymy maji pii vyssich teplotach vyssi reakéni rychlost.
Po ptidéani chloridu vapenatého do reakéni smési je patrnd mirn€ vys$si aktivita enzymu pfi

teploté 45 a 50 °C, ale zména nebyla nijak vyrazna.

3.2.2 Zavislost aktivity fosfolipazy na pH

Me¢éteni pH optima bylo provedeno nejdiive pii 50 °C a nasledné byla zméfena aktivita enzymu
v ¢ase pti pH 7 pii 30 a 50 °C. Méteni bylo provedeno pro koncentraci enzymu 5 pg/ml
a substratu NPB 0,75 mmol/l, cely postup je uveden v kapitole 2.3.2. Pro stanoveni bylo
upraveno pH reakéniho pufru Tris-HCl na pH 4, 5, 6, 7 a 8. Hodnoty nepfesahovaly hodnotu 8
kvili stabilit¢ substratu Nasledné¢ byla analyza provedena ve stejnych roztocich, ale
s ptidavkem chloridu vapenatého o koncentraci 25 mmol/l. Vyhodnoceni bylo provedeno jako

zavislost absorbance na pH v reakénim case 50 minut (Obrazek 10).
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Obrazek 11: pH optimum aktivity solubilni fosfolipazy v case 50 minut. Reakcni smés: 5 ug/ml fosfolipazy, substrat 0,75
mmol/l NPB v prostredi Tris-HCIl o pH 4, 5, 6, 7 a 8, reakcni podminky teplota 50 °C, 60 minut, A=414nm.

Solubilni fosfolipdza vykazovala jedno maximum, a to pii pH 7, po ptfidani CaCl, doslo ke
zvySeni aktivity. Aktivita solubilni fosfolipazy se znacné snizuje pii hodnotach pH nad i pod
hodnotu 7. Toto maximum bylo prométeno jeste pii 30 °C a byla vynesena zavislost absorbance
na Case (Obrazek 12). Aktivita fosfolipazy pti 30 °C byla znaéné vyssi, nez pii 50 °C, to mohlo

byt zptisobeno jiz ¢astecnou degradaci enzymu pii vysoké teploté.
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Obrazek 12: Aktivita solubilni fosfolipazy v case pri 30 °C a 50 °C. Reakcni smés: 5 ug/ml fosfolipazy, substrat 0,75 mmol/l
NPB v prostredi Tris-HCl o pH 7; reakcni podminky teplota 50 °C, 60 minut, A=414nm.
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3.2.3 Vysledek enzymatické hydrolyzy fosfolipidi

Pro identifikaci funk¢nich skupin ve vzorcich po reakci (postup provedeni v kapitole 2.3.3)
sojového fosfolipidu s fosfolipazou A1 v solubilni formé, fosfolipdzou Al imobilizovanou na
magnetické nanocastice a lipazou Candida rugosa imobilizovanou na magnetické nanocastice
bylo vyuzito infracervené spektrometrie. Zdznamy infracervenych spekter z riznych sérii
méteni byly témet identické, pro popis byl tedy zvolen pouze jeden reprezentativni zaznam

(Obrazek 13).
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Obrizek 13: IC spektrum vzorkit odebranych po hydrolytické reakci. Reakcni smés: 50 mg séjového fosfolipidu rozpusténého
v ethanolu, 200 ug/ml solubilniho nebo imobilizovaného enzymu, pridavek 25 mmol/l CaCl2. Slepy vzorek: 50 mg fosfolipidu
v ethanolu a pridavek 25 mmol/l. Reakcni podminky teplota 40 °C, pH = 5.CRL — Candida rugosa lipasa,

PLA — fosfolipaza A
Bylo zvoleno IC spektrum odebranych vzorki po hydrolytické reakcei, kterd probihala v reakéni
smési 50 mg sojového fosfolipidu rozpusténého v ethanolu s obsahem 200 pg/ml enzymu

v solubilni nebo imobilizované formé a piidavkem 25 mmol/l chloridu vépenatého.

V oblasti charakteristickych frekvenci (3300-1900 cm!) byly identifikovany absorpéni pasy:
(i) OH skupiny (3700-3000 cm™) (ii) C-H skupiny alkanti (3000-2700 ¢cm™) (iii) dvojna vazba
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mezi uhlikem a kyslikem (1750-1500 ¢cm™). V absorp&nim pasu 2380-1850 ¢cm™! se nachazela

odezva diamantového ATR modulu.

Protoze vSechny vzorky obsahovaly ethanol, ktery slouzil jako rozpoustédlo, bylo zméfeno

samostatné spektrum ethanolu a nasledné bylo od spektra vzorkli odecteno (Obrazek 14).
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Obrazek 14: IC spektrum vzorkii odebranych po hydrolytické reakci po odectent spektra samotného ethanolu. Reakcni smés:
50 mg sojového fosfolipidu rozpusteného v ethanolu, 200 ug/ml solubilniho nebo imobilizovaného enzymu, pridavek 25
mmol/l CaCl2. Slepy vzorek: 50 mg fosfolipidu v ethanolu a pridavek 25 mmol/ CaCl,. Reakcni podminky teplota 40 °C,

pH = 5. CRL — Candida rugosa lipasa, PLA — fosfolipaza A
Po odecteni IC spektra samotného ethanolu je patrné, ze doslo k mirnému nartstu OH skupin,
to miize byt zplisobeno u solubilniho enzymu piitomnosti OH skupin v molekule enzymu a u
imobilizovaného enzymu mohlo dojit k zachyceni vody v poérech c¢astic, kterou byly
promyvany. Toto by bylo mozné eliminovat promytim castic alespoil 5x ethanolem. Také
v oblasti dvojné vazby mezi uhlikem a kyslikem doslo k nardstu, to mohlo byt zptisobeno
oddélenim mastné kyseliny na sn-1 poloze, ale pro potvrzeni by byla za potiebi pfesnéjsi

analyza vzorku. Nelze tedy jednoznacné urcit, zda byla reakce Gspé$na, ¢i nikoliv.
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4 ZAVER

Bakalafska prace se zabyva vyuzitim enzymu fosfolipdzy Al v oleochemii v porovnani
s homogenni katalyzou, zejména hydrolytickym St€penim pro vyrobu mastnych kyselin. Byl
ovéten vliv vybranych reakénich podminek pro piipravu mastnych kyselin pomoci enzymatické
katalyzy a alkalické hydrolyzy a jejich srovnéni.

rrrrr

kyselin z oleji homogenni a enzymatickou katalyzou. Zabyva se klasifikaci fosfolipaz a bliz§im
popisem fosfolipazy A1l a jejiho ptisobeni. Cilem bylo popsat rozdil enzymatické a homogenni
katalyzy a jejich vyhody a nevyhody pro pifipravu mastnych kyselin a ovlivnéni hydrolytické
aktivity solubilniho enzymu fosfolipazy A1 z Aspergullis oryzae teplotou a pH prostredi.

V experimentalni ¢asti byl otestovan vliv pfidaného mnozstvi fosfolipidu k oleji na vysledné
mnozstvi vzniklych mastnych kyselin. Pro homogenni pfeménu bylo stanovenim ¢isla kyselosti
dokdzano, Ze k pfeméné oleje na mastné kyseliny doSlo téméf ze 100 %. Ze ziskanych
infraCervenych spekter vzorkli pfipravenych zmydelnénim bylo patmé, Ze ptitomnost

fosfolipidu v oleji neméla na reakci vliv.

Z vysledki vlivu prostfedi na aktivitu enzymu bylo patrné, Ze solubilni fosfolipaza nejlépe
reaguje pii 30 °C v oblasti neutralniho pH. Z infracervenych spekter vzorkli odebranych po
enzymatické hydrolyze nebylo mozné blize urcit, zda ke Stépeni doslo nebo ne. Bylo by za
potiebi vzorek presnéji analyzovat napf. chromatograficky. Také nebylo otestovano Sirsi
spektrum experimentalnich podminek, nelze tedy dojit k jasnému zavéru, zda a do jaké miry

pfeména na mastné kyseliny prob¢hla.

Téma enzymatické hydrolyzy fosfolipidi jako Setrnéj$i variantu homogenni hydrolyzy je
momentalné velice atraktivni. Vyuziti imobilizované fosfolipazy z Aspergillus oryzae k tomuto

ucelu zatim nebylo pfedmétem rozsahlejsiho vyzkumu.
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