Novozymes har i en drrekke haft en phospholipase ekstraheret fra svinekirtler, Lecitase
10L, til brug i bl.a. degumming af vegetabilsk olie. En nyudviklet mikrobiel phospholipase,
Lecitase Novo, har en rkke forbedrede egenskaber til olie-degumming, hvilket har givet en
mere simpel og robust degumming-proces med forbedret okonomi
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Formalet med at raffinere vegetabilske olier er at fjerne ugn-
skede indholdsstoffer, der har en negativ indflydelse pa kvalitet
og holdbarhed. Der er to raffineringsmetoder — ben@vnt
henholdsvis kemisk og fysisk raffinering (henviser til maden
hvorpa fedtsyre fjernes). Den mest almindelige raffinerings-
metode til vegetabilske olier er kemisk raffinering, hvor
fedtsyrerne fjernes ved behandling med et overskud af NaOH.
Et andet vaesentligt indholdsstof, phospholipid' reduceres
indholdsmassigt til et niveau typisk mindre end 250 ppm (ca.
10 ppm maélt som phosphor), som er et acceptabelt niveau
inden nzaste trin. Efterfglgende bliver olien bleget? og
deodoriseret. Ved fysisk raffinering starter man ofte med et
vand-degumming trin® fulgt af syre-degumming for at bringe
phospholipidniveauet < 250 ppm, neutralisering, blegning,
damp-stripning for at fjerne fedtsyrer (heraf betegnelsen fysisk
raffinering) og deodorisering.

Det er vigtigt at reducere indholdet af phospholipid mest
muligt inden blegetrinnet, idet forbruget af blegejord gges
uacceptabelt ved et gget phospholipidindhold. Et af problemer-
ne med phospholipider er, at de ikke umiddelbart lader sig
samle i vandfasen. Forbehandlingstrinnet skal hydratisere
phospholipiderne, hvorefter de kan fjernes ved centrifugering.

Tabel 1. Sammenligning af phospholipaser fra svinepancreas (Lecitase 10L)
og fra Fusarium oxysporum (Lecitase Novo) i olie-degumming-anvendelsen.

Karakteristika Lecitase Novo Lecitase 10L

Kilde Microbiel (F. oxysporum)  Svinepancreas
Specificitet A1 A2
Ca(2+)-afheengighed Nej Ja
Temp. (opt.) 45°C 65 °C
pH (opt.) 5,0-5,5 5,5-6
(0.05% citronsyre + (0.1% citronsyre +
1.5 eq. NaOH) 2.0 eq. NaOH)
Enzymdosis ~200 LEU/kg oil ~500 LEU/kg oil
Enzymrecykling Nej Ja
Fungerer ved lavt Ja Nej
vandindhold
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Ogsa betegnet vandrgring — behandling med varmt vand.

2
3

4

Figur 1. Phospholipases
virkemdde. En generali-
seret afbildning af et
phospholipid, hvor

X = OH, cholin,
ethanolamin, inositol,
osv. De forskellige
angrebssteder for

hydrolytisk spaltning ved RZ'?'O'C H

diverse phospholipasety- O | O

perAl, A2, C og D er 1]
CH:-O-P-0-X

angivet med pile.
/ I \

Phospholipase D
Phospholipase C

Phospholipase A1

CH-O'C-R,

Phospholipase A2

I den kemiske raffinering anvendes staerk base, og i den fysiske
raffinering behandles olien med syre (citronsyre eller phos-
phorsyre).

Enzymprocessen — kendt under navnet EnzyMax-processen,
som er udviklet og patenteret af Lurgi (et tysk ingenigrfirma)
sammen med Rohm [1-3] — er et konkurrencedygtigt alternativ
til syrebehandlingen i den fysiske raffinering. Ved den enzyma-
tiske metode hydrolyseres phospholipiderne i olien af phospho-
lipase til de korresponderende lyso-phospholipider, som er
hydratiserbare eller endog vandoplgselige og dermed kan
centrifugeres fra.

Phospholipaser udggr en klasse af hydrolytiske enzymer,
som kan hydrolysere esterbindinger i phospholipider. I figur 1
er vist en generel struktur af et phospholipid, hvor —OX kan
udggres af hydroxyl eller mere komplekse strukturer som
cholin, ethanolamin, serin, inositol osv. Hoved-phospholipase-
typerne udggres af phospholipase type Al, A2, C, og D med
deres respektive angrebssteder som vist pa figuren. I forbindel-
se med olie-degumming er hovedsageligt phospholipaser af
type Al og A2 relevante. Anvendelse af phospholipaser til
andre formal end olie-degumming er beskrevet i nylige over-
sigtsartikler [4,5].

Andre benzvnelser for phospholipid er phosphatid eller lecithin. Pa engelsk benyttes benavnelsen gum — heraf betegnelsen degumming, som pa dansk

pH-maling i olie er som bekendt en vanskelig operation, men pH kan males i den vandige slamfase, som skilles fra olien ved centrifugering. pH 5,5 er

optimum for Lecitase 10L til olie-degumming; men til hydrolyse af phospholipid i vandigt medie er pH-optimum ca. 8,5.
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Fra omkring 1995, hvor den industrielle anvendelse af
phospholipase til olie-degumming startede hos Cereol/
Mannheim i Tyskland, til 2000 var Lecitase 10L (produceret
af Novo Nordisk nu Novozymes) det eneste enzym, som blev
anvendt industrielt i EnzyMax-processen. Som vist i figur 2
bliver ra- eller vand-degummed olie blandet med citronsyre
ved 70-75°C, der tilsettes NaOH for at indstille pH til ca.
5,54 hvorefter blandingen afkgles til 60°C. Lecitase 10L (ca.
50 ppm) tilsettes og blandes i olien ved high-shear mixing.
Efter en holdetid pa 5-6 timer med mekanisk omrgring ved
60°C og pH 5,5 bliver olie/vand-emulsionen, der forlader
reaktoren opvarmet til ca. 70°C for at muligggre separation af
olie og vandig slamfase ved centrifugering. Oliefasen sendes
videre til det n@ste raffineringstrin, blegning, som vist i figur
2. Den vandige slamfase separeres i en tung fase og en
vandfase. Den tunge fase benyttes til foder, og 80% af
vandfasen, der indeholder citratbuffer og aktivt enzym, bliver
recyklet i EnzyMax-processen. Pa den méade udggr vandfor-
bruget omkring 1,5% i forhold til olieproduktionen. Enzymet
ender til sidst i foder efter en ristningsproces som totalt
denaturerer enzymet. De to oliemgller i henholdsvis Tyskland
og Tjekkiet, som har benyttet Lecitase 10L til enzymatisk
degumming, har veret tilfredse med processen, men har
imidlertid ogsa udtrykt gnske om at fa en phospholipase, der
virker ved lavere pH, omkring pH 4,5-5, hvor risikoen for at
fa calciumcitratudfaeldninger i centrifugerne er mindre.
Desuden er der ingen tvivl om, at recyklingen af slamfase har
voldt en del besver.

Screening efter mikrobiel phospholipase
Af flere forskellige grunde fandt Novozymes det gnskeligt at
kunne tilbyde en ny phospholipase af mikrobiel oprindelse:

1. Produktionskapaciteten af Lecitase 10L er begranset, idet
enzymet ekstraheres fra svinebugspytkirtler.

2. Der er fra olieindustrien udtrykt gnske om at fa en
phospholipase med mere sur pH-optimum end Lecitase 10L
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3. Lecitase 10L er naturligvis ikke kosher, mens et mikrobielt
baseret phospholipaseprodukt vil ggre det muligt at produ-
cere et kosherprodukt

Pa den baggrund blev der etableret et program i Novozymes
med henblik pa at udvikle en mikrobiel phospholipase beregnet
forst og fremmest til olie-degumming-anvendelsen. Andre
firmaers bestrabelser pa at udvikle en mikrobiel phospholipase
til anvendelse bl.a. i olie-degumming har ikke veret succesfuld
[6,7].

Der blev konstrueret en laboratorieopstilling til enzymatisk
olie-degumming. Systemet bestod af en termostateret 1 1
stalreaktor forsynet med stéllag, propel (600 rpm), bafler,
termofgler, tilbagesvaler (4°C) monteret i laget, en udgangs-
studs i bunden forbundet med silikoneslange til en Silverson
in-line high-shear mixer med returstrgm til en indgangsstuds i
laget. Den eneste forbindelse fra reaktor/mixer-systemet til
atmosferen var via tilbagesvaleren, sa der ikke kunne forega
afdampning af vand med @ndret vandindhold til fglge. Til
degumming-forsgg blev der anvendt ca. 0.6 1 olie (typisk vand-
degummed rapsolie leveret fra produktionslinien pa Aarhus
Oliefabrik med et phospholipidindhold svarende til ca. 200
ppm phosphor), hvortil der blev tilsat 0.1% w/w citronsyre,
NaOH (0-3 @kvivalenter pa molbasis i forhold til citronsyre)
(efter 30 min) og phospholipase (efter yderligere 5 min).
Vandindholdet blev varieret mellem 0,3 og 5% w/w i forhold til
olien. Som standard blev der benyttet en reaktionstid pa 5,5
timer med high-shear mixing. Der blev taget prgver til phos-
phoranalyse og pH-méling til tiderne 0, 1, 2, 3,5, 5 og 6 timer.
For en mere detaljeret gennemgang af udstyr og metoder
henvises til [8].

Effekten af Lecitase 10L i et olie-degumming-forsgg med
rapsolie fra Aarhus Oliefabrik er vist i figur 3 (side 26). I
enzymforsgget aftager phosphorindholdet i olien i lgbet af ca.
3,5 timer til < 10 ppm 1 mods&tning til kontrollen (uden
enzym), hvor phosphorindholdet forbliver ved ca. 110 ppm.

Lecitase Novo (mikrobiel, fra Fusarium oxysporum)
Et eksempel pa en ny mikrobiel phospholipase, som blev
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Figur 3. Rest phosphorindhold i oliefasen som funktion af tiden i olie-
degumming-eksperimenter med og uden enzym tilsat (vand-degummed
rapsolie fra Aarhus Oliefabrik; citronsyre tilsat til t = 0, NaOH tilsat til 30
min., Lecitase 10L til 35 min.).

fundet i screeningsprogrammet, er en phospholipase fra
svampen Fusarium oxysporum. Phospholipasen har faet det
kommercielle navn Lecitase Novo.

Der blev udfgrt et parameter-optimeringsstudie med hensyn
til pH, temperatur, enzymdosis, og vandindhold.

I figur 4 er som et eksempel vist resultaterne fra pH-optime-
ringsstudiet udfgrt med vand-degummed rapsolie ved 5% vand,
45°C, 0,1% citronsyre. Som det ses, virker phospolipasen
optimalt ved 1,5-1,75 @kvivalenter NaOH, mens den har en
temmelig stejl pH-profil til den sure side forstaet pa den made,
at der opnas sub-optimal degumming ved pH < 4.8. Tempera-
turprofilen viser, at Lecitase Novo virker fint i temperaturinter-
vallet 30-45°C med optimum ved 40-45°C, men performance
falder skarpt ved eller over 50°C. En DSC-kurve viser to
endothermale overgange ved pH 5 — den fgrste overgang ved
40,5°C og en anden overgang ved 59°C. Fra dosis/respons-
optimeringsprogrammet konkluderes, at en enzymdosis pa ca.
200 LEU/kg er optimal til den aktuelle rapsolie. Overraskende
viste det sig, at vandindholdet kunne s@nkes fra de normale 5%
til ca. 0,3% uden navneveardigt tab i degumming-performance,
figur 5.

Sammenligning af Lecitase 10L og Lecitase Novo

De vasentlige enzymkarakteristika for de to phospholipaser,
Lecitase 10L og Lecitase Novo, er vist i tabel 1. De to enzymer
er forskellige pa nasten alle punkter: specificiteterne er
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Figur 4. Rest phosphorindhold i oliefasen som funktion af tiden i olie-
degumming-eksperimenter med variation af pH fra 4,4-5,5 (vand-degummed
rapsolie fra Aarhus Oliefabrik; vandindhold 5,0%, temperatur i alle
eksperimenter 40°C, og enzymdosis 650 LEU/kg olie).
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henholdsvis A2 og A1 (ifglge litteraturen [4] vil
1-lysophospholipider dannet ved PLA1 underga hurtig acyl-
transfer, hvilket giver den mere stabile 2-lysophospholipid, sa
begge typer phospholipase vil give 2-lysophospholipid som
produkt). Lecitase Novo afth@nger i modsatning til Lecitase
10L ikke af calciumioner. Temperaturoptimum er lavere for
Lecitase Novo. pH-optimum er lavere, perfekt afpasset til olie-
degumming.

»Tor enzymatisk degumming«
Pa grund af Lecitase Novo’s lavere termostabilitet kan enzymet
ikke recykles i EnzyMax-processen, hvor en opvarmning til
65-75°C er ngdvendig inden centrifugeringen, men det har i
virkeligheden mindre betydning fordi Lecitase Novo virker til
olie-degumming ved meget lavt vandindhold — som beskrevet
ovenfor — og som det siden hen har vist sig ved vaesentligt
lavere citronsyreindhold, hvilket dermed ggr recykling (for at
spare vand og kemikalier) overflgdig. Da det desuden er
billigere at fremstille phospholipase ved fermentering end ved
ekstraktion, selges Lecitase Novo til ca. 1/5 af prisen for
Lecitase 10L pa aktivitetsbasis. Ved at seenke vandindholdet i
den enzymatiske olie-degumming-proces fra de nuverende 5%
til 1-2%, vil det veere muligt for oliemgllerne at undga
recykling af den ofte problematiske slamfase, vandforbruget
kan reduceres, og olieudbyttet kan pa grund af det lavere
vandindhold gges. Et procesdiagram for »tgr enzymatisk
degumming« ved brug af Lecitase Novo er visti figur 6.

Fordelene ved at benytte Lecitase Novo til »tgr enzymatisk
degumming« kan opggres som fglger:
1) gkonomiske fordele: mindre vandforbrug, mindre spilde-
vand, lavere pris til slamtgrring, mindre kemikalieforbrug,
forgget olieudbytte,
2) procesfordele: ingen problematisk slamrecykling, ingen
citratudfaeldning i centrifugen, virker med béade ra og vand-
degummed olie, robust og stabil proces, og
3) kvalitetsfordele: phosphorniveau altid < 10 ppm, jern < 0.5
ppm efter degumming-trinnet, kosherprodukt.

De variable omkostninger er sa lave, at ngdvendige investe-
ringer til installation af processen har en meget kort tilbagebe-
talingstid.

Konklusion

Udgangspunktet for udvikling af processen har veret raffine-
ring af rapsolie, som generelt indeholder et relativt hgjt indhold
af phospholipider. Det har siden vist sig, at ogsa producenter af
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Figur 5. Rest phosphorindhold i oliefasen som funktion af tiden i olie-
degumming-eksperimenter med variation i vandindholdet fra 0,3-6% (vand-
degummed rapsolie fra Aarhus Oliefabrik; temperatur i alle eksperimenter
40°C, pH 5,0, og enzymdosis 650 LEU/kg olie).
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Figur 6. »Tgr enzymatisk degumming«-proces ved brug af Lecitase Novo.

andre typer af olier finder processen rentabel. Séledes bliver der i
dag ogsa raffineret sojaolie og solsikkeolie ved brug af enzyma-
tisk degumming. Den totale mangde vegetabilsk olie som
produceres pr. ar er ca. 85 millioner tons. Heraf udggr sojaolie,
rapsolie og solsikkeolie henholdsvis 28%, 15% og 11% -
tilsammen 54% af verdensproduktionen. Det er denne mengde,
der er tilgeengelig for den nye degumming-proces. Man ma
imidlertid veere opmarksom p4, at olieindustrien er relativ
konservativ og ikke skifter proces i utide. I mange tilfelde vil
der vare tale om fgrst at f4 overbevist en mglle om at skifte
proces fra den traditionelle kemiske raffinering til fysisk raffine-
ring og dernzest til at vaelge enzymatisk degumming frem for de
kemiske alternativer, der trods alt ogsa findes.

Den enzymatiske degumming-metode benyttes i dag i
industriel skala bl.a. hos Cereol/Mannheim/Tyskland til
rapsolie (ca. 500 tons pr. dag), sojaolie og solsikkeolie.

Den enzymatiske degumming-proces har vist sig rentabel i
industriel skala. Udviklingen i priser pa energi, kemikalier,
vand og spildevand barer alle i samme retning af en stadig
forbedring i rentabiliteten pa enzymprocessen sammenlignet
med den kemiske proces. Derfor forventes den enzymatiske
proces at vinde indpas i et stadigt stigende antal procesanleg
over hele verden.
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