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Vyndlez se tykd zplsobu anzyuové vyroby kyseliny L-asparagové, dile¥ité aminokyseliny
pouzivané ve stdle rostouci mife ve farmaceutickém & potravindPském primyslu; v této sou =
vislosti stoupd proto i zdjem o jeji ekonomickou velkovyrobu.

Kyselinu asparagovou lze principidlné vyrdbét chemickou nebo biologickou cestou.Vzhle=
dem ke skuteénosti, Ze pro Zddené 1dely je pouZitelny pouze L-stereoisomer kyseliny aspara-
gové, nabyvd primyslového vyznamu predeviim zpisob biologicky, ktery waoZmuje selektivni pro-
dukeci poZadovaného isomeru, &imZ odpadd sloZité a ndkladné déleni D,L-formy, vznikajici che-
mickou syntézou.

Biologickyeh cest k pPipravé kyseliny Leasparagové je nékolik:
a/fermentace vhodnych mikroorganismi, vyludujicich kyselinw do kultivadniho media, ze .

kterého se pak izoluje,

b/jednordzovou submerzni kultuvaci se vypdstuji bunky mikroorganismi s asspartdzovou
aktivitou, které se bud s kultiva¥nim mediem nebo po oddéleni od kultivadniho media suspen-
duji v roztoku substrdtu, fumaranu amonného, ktery je za michdni p:i vhodné teplotd po urdi-
té dobé konvertovdn ne kyselinu L-asparsgovou. Ta se po oddéleni bunék izoluje.

¢ /pouziti izolovandho enzyuu aspartééy vézaného na vhodny nosid,
d/poufiti vézanych bundk s aspartdzovou aktivitou,

Zpisoby zminéné sub a/ a b/ vyZaduji, aby pro kaZdou vyrobni Sarii byly vypSstovdny vidy no-
vé bunky ve velkokepacitnich fermentadnich tancich, co¥ je zdle¥itost surovinovd i energe-
ticky znadné ndrodnd, nehledé k tonu, Ze takto vyrobend kyseliné L-asparagovd neni p¥{lis
¢istd, ponévedZ obsahuje produkty autolyzy netivnich bundk produkénich mikroorganismi, vzni-
kajicich v pribshu konverze a rizné p¥imdsi, pochdzejici ze zbytkl vyfermentovené Zivné pidy.

Ve snaze o ekonomizaci vyroby kyseliny L-asparagové byla vypracovana Fada postupl, p¥i
kteryeh se enzym i bunky s aspartdzovou aktivitou svazujf bud s vhodnym nosidem nebo navzé-
jem, jek je zminéno sub ¢/ a 4d/. Tyto postupy doveluji vicendsobné kontinudlni vyuZiti en-
zymu nebo bundk a izolovand kyselina Le-asparagovd je velmi &istd /P.Svec se sp.,Chomické
listy T4, 82, 1980 /. Je zPejmé, Ze vyuziti vdzanych bunék md oproti vdzandmu enzymu Fadu

vy,

vyhod, zejména ekonomického charekteru, promitajicich se v niZsSich vyrobnich ndkladech na
p¥ipravu védzandho biokatalyzdtoru a ve vys3i operedni stabilité. Zatim nejlspssndjsich
vysledkd bylo dosafeno metodou zachyceni nativnich Zivnych bundk v gelové matrici, a to bud
primym zabudovdnim do polymeri rozpusinych ve vod& 8i v organickcyh rozpoustédlech nebo do
sité vznikejiciho polymeru, zejméne p¥i radikdlové kopolymeraci skrylamidu s methylen~bis-
~ akryl -amidem /USA/ pat.spis.8.3 791 926 ; SU pet.spis.S. 659 611 /,kdy bylo dosaZeno a¥
70-% vytézku aktivity zminénym zpisobem vdzanych mikrobidlnich bunék, zejména E.coli. Uve~
dené zpisoby vazby nativnich bundk s aspartdzovou ektivitou vSak maji i své nevyhody, zejmé-
ne skutednost, %e p¥i vicendsobném nebo kontinudlnim pourit{ nativni bunky v doménd gelové
metrice autolyzuji, coZ se projevi pfechodnym zvySenim jejich aktivity a posléze postupnym
poklesem aktivity katalyzdtoru ndsledkem vyplavovdni z gelové matrice, z 8ehoZ rezultuje:
krat8i operadni polodas materidlu / T.Tosa se Sp.,Appl.liicrobiol. 27, 886, 1974 /.

V citované préci /Chemické listy 74,82,1980/jsou uvedeny rovnéZ dalsSi zpisoby va-
zeb bundk s aspartdzovou aktivitou, napiiklad poufiti polyfunkénich sifovacich 8inidel ,
zejména 2,4-toluendiisokyandtu a glutardialdehydu, s cilem kovalentniho zesit&ni vnitrobu~
né&ného obsahu jednotlivych mikrobidlnich bundk s aspartdzovou ektivitou a tim dosaZeni
fixece tohoto enzymu v bunkdeh s mo¥nosti jejich opakovaného pouZiti pro p¥ipravu kyseliny
L-assparagové, V pripadé aplikace 2,4~toluendiisokyandtu byla aktivita zesiténych bundk nu~
lovd, v p¥ipadé glutardialdehydu &inila aktivita zesiténych bundk v optimpdlnim p¥ipads
34 % ektivity vychozi., Z naznadenych divodd nedospdly tyto zpisoby vézéni bundk do stadia
primyslového vyuZiti. '

Bylo zjisténo, %e 2za selektivnish reakdnich podminek zesitdni vnitrobun&éného obsahu
bunék produkéniho mikroorgenismu s aspartdzovou aktivitou pomoci dialdehydd, zejména glu~
tardialdehydu, lze ziskat produkt, ktery po ndsledné permeabilizaci zesitdnych bundk fyzi-
kdlnimi nebo fyzikdlnd-chemickymi vlivy, pop¥ipadé kombineci, vykazuje a% 70 % aktivity
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aspartdzy v zesf{tdnfoh a permeabilizovenych bunkéch. Selektivni aktivaci enzymu aspartdzy

p¥i daldim oSet¥eni ti3chto bundk lze dosdhnout aZ 100 % pivodni aktivity. Takto upravend
burky predstavuji katalyzdtor, ktery je poufitelny pro anzymovou virobu kyseliny Leaspars-
gové a ktery je tak stabilni, ¥e dovoluje dlouhodoby diskontinudlni, semikontinudlni nebo
kontinudlni provoz p¥i vysoké poddtedn{ koncentraci substrdtu, tj. fumaranu amonného, kte-
ré se pohybuje na hrenici jeho rozpustnosti (1,5 mol)litr/. Izolovand kyselina L-asparago-
vé je velmi 3istd a pou¥itelnd pro obvyklé udely, zejména pro pripravu soli, slouzicich ja=-
ko 1é3iva, VytéZek &isté kyseliny se pohybuje okolo 95 % teorie. (3innost enzymové konver-
ze v rozmezi poddtednich koncentraci fumaranu amonného 0,5 &% 1,5 mol/litr je 100 %, p¥i
zajidténi optimdlnich podminek, tj.mnoZstvi katalyzdtoru, poddtedni koncentrace substrd -
tu a reakéni doby.

Ne zdkladé uvedenych poznaetkd byl vypracovén zplisob enzymové vyroby kyseliny L-aspe -
regové podle vyndlezu, jeho¥ podstata spodivd v tom, Ze se vodny roztok fumaranu amonného
v koncentraci 0,05 a%¥ 1,5 mol/ litr, s vyhodou 1,35 mol/litr,s hodnotou pH 6,5 &% 9,5, 8
vihodou 8,5, s phfsadou kationtd hoFdiku a pop ipadé s pFisadou neianogennfho tenzidu, uvé-
af p¥i teplotd 10 a% 50 °C, s vyhodou 35 a¥ 38 9g, diskontinudlné, semikontinudlné nebo
kontinudlnd ve styk s ketalyzdtorem na bdzi zesiténé e permeabilizovanéd, pop¥ipadé aktivo-
vané biomesy mikrobidlniho producenta aspartdzy nebo na bdzi navzdjem chemicky vézanych bu-
ndk tohoto producenta, nale? se po ukondené konverzi izoluje z oddéleného kapalného po -
d{lu kyseline Le-asparagovd.,

Mimo vyhodnou moZnost opakoveného pouZiti katalyzdtoru ne bdzi vdzanych bunék s as-
partdzovou ektivitou pro anzymovou vyrobu kyseliny Le-asparagové, je pFednosti zpisobu
podle vyndlezu jeho rychlost, nebof neni nutno dbdt ne tdplnou separaci bunddné hmoty do
formy pasty a katalyzdtor neni t¥eba promyvat. Zbytkovy objem reakéni smési po biotrans -
formaci, ktery zlstdvd v zahudténém sedimentu, se ihmned vraci do procesu p¥i zahdjeni dru-
hého a daldiho cyklu enzymové transformace; jednordzovy postup lze tak ménit ne semikonti-
nudlni postup, kdy po 1 ef 2 hodindch je mofno cyklus opakovat. Supernetant ziskany po
odd8leni ketalyzdtoru se ihned zpracovdvd zah¥4tim na 90 °C e dpravou pH 6(% kyselinou
sirovou ne hodnotu 2,8; asi po 2 hodindch stdni roztoku p:i teploté 10 aZ 15 % se volnd
vykrystalovend kyselina Le-asparagovd odfiltruje, promyje studenou vodou & ususi, pop¥ipa-
dé zpracuje ddle podle pot¥eby. Z matednych louhd lze vyhodné regenerovat siran amonny,
ktery md, jak zndmo, mnohostranné pouZiti, nep.-iklad jako hnojivo nebo souddst hnojiv &i
jako souddst Zivnyeh pdd pro rizné fermentadni technologiee.

Dels¥i p¥ednosti zpisobu podle vyndlezu je noZnost kontinualizace anzymové vyroby ky-
seliny L-asparagové prineipidlné napbikled tak, %e se katalyzdtor suspenduje v roztoku
substrdtu v reakéni nddobé, jejiZ dno je oddéleno semiperneabilnim meteridlem, s vyhodou
gemipermeabilni membrdnou vhodné porozity, nap¥ikled z acetdtu celulozy & primérnou dis-
tribucf velikosti pord 0,5 a¥ 1,04um, nade? po dosa¥eni kvantitativni koncerze substritu
ne produkt pPi nepPetriitém pichédni &i proudéni kapaliny, se reguluje pPitok Jerstvého
substrdtu tak, aby pod membrdnou odebirand reakdni kapaline byla kvantitativnd zreagové-
na. Ab se pory semipermeabilni membrény neucpévely sedimentujicim katelyzdtorem, lze upra-
vit nap¥ikled horizontdlni polohou reaktoru s boénim odsdvénim ze intenzivniho michdni re-
akdni smdsi nebo umisténim lopatky michadla tésné nad plochu membrdny. Jsou samozfejmé
mo¥né i jiné konstrukdni dpravy.

Katalyzdtor ne bdzi zesitdnych a permeabilizovanych bundk je stebilni nejménd 6
mésiel, zvlddté je-1i skladovén ve form$ vodné suspenze v pPitomnosti 1 M fumsranu amon=-
ného p¥i teplot¥ 1 a¥ 15 °C .

Pro kontinudlni zpldsob enzymové vyroby kyseliﬁy L-agparagové je zvlddté vyhodné
pouZiti katalyzdtoru ne bdzi navzdjem chemicky védzanych bunék & aspartdzovou aktivitou
/aspartdt-amoniak-~lydzovou aktivitou/, p¥ipravendho zndmym zpisobvem/ &s.autorské osvéd =
Geni &, PV 5145-79/. Tento katalyzdtor mé'vyhodné sedimentadni a hydrodynamické
vlaestnosti a je poufitelny ve sloupcl ve formé pevného nebo fluidnfho loZe, kterym pro-
tékd vodny roztok fumaranu amonného, p¥idemi stupen konverze lze regulovat mno¥stvim népl-
né katalyzdtoru a pritokovou rychlosti substrdtu. Ke kontinudlni vyrobé lze rovnéf pou-
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ﬁit kontinudlni michany reaktor, popfipadé kaskddu kontinudlnich michenych resktord zapoje=

nyeh vedle sebe.

Pro zplsob enzymové vyroby kyseliny L-asparagové podle vyndlezu lze pouZivat rdznych
mikrobidlnich druhd a kmend syntetizujicich enzym aspartdzu / aspartdt-amonisk-lydzu/, ne-
pFiklad rdznfch kmenli z rodd Alcaligenes, Escherichia a Corynebacterium, popfipadé vysoko-
produkdnich mutent rdznych mikroorgenismie.

X produkei mikrobidlnich bundk tvoricich vychozi materidl pro katalyzdtor s aspartdzo--
vou aktivitou jsou vyhodné jeko hlavni sloZky Zivnyeh pid hydrolyzdty rostlinnych nebo Zi-
vodiZnych hmot, zejména hydrolyzdty aradidové nebo sojové mouky, pop¥ipadé pankreatickych
zbytkd, které mohou nahradit drahé suroviny, jako je pepton, hovézi extrakt, bujon apod.
Rostlinné hydrolyzdty stimuluji biosyntézu agpartdzy béhem submerzni kultivece produkénich
mikroorgenisml ve stejném rozsahu jako drahé suroviny #ivodisného pivodu.

Ndsledujici p¥iklady provedeni zpisob podle vyndlezu pouze ilustruji, ele nijak neome-
zuji ne 14tky, ze¥izeni, postup nebo podminky v nich uvedené.

P¥iklad 1

8/ Produkdni kmen Alcaligenes metalcaligenes byl z Serstvého Sikmého agaru naolkovdn do de-
seti 500 ml vyrnych bandk obsahujicich po 100 ml sterilni Zivné pidy tohoto sloZeni/hmot ~
nost/ objem / ¢ 4 % pepton technicky, 0,1 % kvasniény extrakt, 0,5 % prim.fosforedénan drasel-
ny, 0,05 % kryst.siran ho¥ednanty, pH 7,2 . Kultivace vegetativniho inokula probihale ne ro-
“tadni t¥epedce 16 hodin p¥i teplotd 28 °C. Potom bylo inokulum z bandk sterilnd slito a piie-
praveno k inokulaci fermentadniho tanku.

b/ Produkdni kmen Corynebacterium sp.byl z Serstvého Sikmého agaru naolkovdn do deseti 500 ml
vernych banék obsahujicich po 100 ml sterilni Zivné pidy stejného sloZeni jako vySe; rovndi
podminky & provedeni kultivece byly stejné. Ziskané inokulum bylo té%Z sterilnd slito a p¥ipra-
veno k inokulaci fermentaéniho tanku. '

¢/ Produkéni kmen Escherichia coli byl obdobné jako vySe naolkovdn do deseti 500 ml varnych
bandk obsahujfeich po 100 ml sterilni Zivné pldy stejného slofeni jako vy¥e. Podminky kul -
tivace byly shodné s piedeSlymi s tim rozdilem, Ze kultivadni teplota byla 37 %, ziskané
inokulum bylo po sliti pfipraveno k inokuleci fermentadniho tanku.

Ziskenymi inokuly bylo naodkovdno 150 litr§ sterilni Zivné pldy ve 200litrovych fermen~
tadnich tancich, jeZ méle toto slofeni /hmotnost / objem / s 4 % pepton technicky, 0,1 %
kvesniény extrakt, 0,5 % prim.fosforednan draselny, 0,05 % kryste.siran horeénaty. Hodnota pH
pidy byla p¥ed sterilizaci upravene &pavkovou vodou n& 7,l. Do tanku odkovaného inokulem
E.coli byl pitiddn sterilni roztok amonné soli kyseliny glutamové o poldtedni koncentraci
0,5 % hmotnost / objem.

Kultivace produkénich mikroorgenismi probihels za michdni 300 ot/min & vzdusnéni 40
litrd vzduchu/min, p¥i teploté 28 °C po dobu 9 hodin. Kultivace E.coli probihale pFi tep-

“loté 37 %¢. Po ukondeni kultivace byly naetivni bunky odstPeddny, ziskané pasty zvéZeny,
stanovena jejich sudine a jejich enzymovd aktivite.

Produkéni Alcaligenes Corynebacterium Escherichia
kmen metalcaligenes 8P coli

Vihkd hmota nat,
bunék / g/ 2680 2240 2400

S/pecifiéka’ aktivite
+

/ nat.bundk
/3 /& vlnké hmoty/ 49 232 360
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Produkéni Alcaligenes Corynebacterium Escherichia
kmen metaloaligenos 8D coli

Specifickd aktivita
/3/ nat.bunék 2000 1160 1800
/3/g suché hmoty /

/+/ Jednotke enzymové aktivity aspartdszy je takové mnoistvi enzymu, které pii teploté 37°C,
pH 8,5 a poditedni koncentraci substrdtu 1 M vytvoPi z fumeranu amonného 1/umol kyseliny
L-agparagové za minutu v podminkdch reakdni kinetiky nultého Yddu. Koncentrace kyseliny IL-
~esparagové byla stanovena chromatografii ne tenké vrstvd silikagelu, kvantitativnd denzi-
tometrickym vyhodnocenim a manometricky, ze pouZiti technického prepardtu dekarboxyldzy
kyseliny L-asparagové ziskendho z bundk lycobacterium spe.

Ziskand vlhkd bunddné pasta kaZdého z pou:itého mikrobidlniho producente aspartdzy
byla v mno¥stvi po 1 kg rozmichdna oddélend v 3,3 litru vody s p¥isadou 0,5 mg/ml keyst.
giranu ho¥ednatého, tak¥e vznikly homogenni suspenze s obsahem bunék 0,3 kg/litr.pH suspen-
z1 bylo za michdni upraveno 20% roztokem hydroxidu sodného ne 7,0 a byl piiddn 25% vodny
roztok glutardialdehydu tak, aby jeho vyslednd koncentrace v suspenzich &inila 0,5 % obj.
Reakéni smési byly nepfetriité michdny po dobu 60 minut p¥i teploté mistnosti, potom byly
zbeddny p¥iddnim pitné vody ne objem asi 35 litrd, promichdny a zesitdné bunky byly odstre-
dény oddélené do formy vlhkych paste.

Ziskané pasty byly oddélen& suspendovdny v 3 a¥ 4 litrech pitné vody ne homogenni
suspenze, ke kterym byl p¥iddn kryst. siren ho¥ednety do koncentrace 1 mg/ml, siren amon-
ny do koncentrace 0,5 ml/litr a neionogenni tenzid do hmotnostni koncentrace 0,1 %; pH
suspenzi bylo ze michdni upreveno 25% &pavkovou vodou na hodnotu 8,5 a suspenze ve vodni
14zni vytemperovdny na 30 °C a pHi t6to teplotd michdny 3 hodiny. Po této dobé byly suspen=
ze z¥eddny desetindsobnym objemem pitné vody, promichény a zesiténé, permeabilizovand a
aktivované bunky byly odst¥eddny do formy vlhkjch bunddnych past,

Po 100 g ziskané bunédné pasty kaZdého mikrobidlniho producenta bylo suspendovdno v
litru 1 I vodného roztoku fumaranu amonného s p¥isadou hoFednatych iontd, obsahujiciho
0,1 % obj.neionogenniho tenzidu, & hodnotou pH 8,5 /Spavkovd vode/. Suspenze byly michdny
p¥i teplotd 37 °C ke 100% konverzi substrdtu na produkt /teorie 133,1 mg/ml kyseliny L-as-
paragové/ doslo u A.metalcaligenes za 2 hodiny , u E.coli za 2,5 hodiny a Corynebacterium
spe.za 3 hodiny. Po t&chto reakdnich dobdch byly jednotlivé reakdni smési odst¥eddny, sedi-
menty suspendovdny ve stejném objemu substrdtu jako v cyklu pfedchozim/ 1 1lit¥/ a za stej=-
nych reakénich podminek byly konverze opakovény celkem 13x se stejnou nédsadou katalyzdtoru,
p¥ifemi primérnd d&innost konverze byla 99,4 % teorie. Ze supernatantd byla izolovéna kyse=
lina L-asparagovd zah¥dtim na 90 °C, dpravou pH 60% kyselinou sirovou na hodnotu 2,8 a ochla-
zenim. Celkovy vytéZek kyseliny L-ssparagové &inil 1643 g, tje. 95 % teorie. PFi kontrolnim
provedeni opakovanéd enzymové konverze substrdtu na produkt s pouZitim nativnich bunék tyeh#
producentd aspartdzy za stejnych reakdénich podminek bylo dosaZeno v druhém cyklu 75 % a ve
thetim oyklu ménd ne¥ 50 % konverze, pridem¥ bunky ve t¥etim cyklu byly ji% silnd asutolyzo-
vény.

PFiklad 2

Stejné jako v p¥ikladu 1 bylo pPfipraveno inokulum kmene A,metalcaligenes, urdend k inokula=-
cl pidy ve fermentoru objemu 1 m” § do fermentoru bylo neplnéno 800 litr§ pidy tohoto alo-
Zenf{ s 240 1litrd kyselého hydrolyzdtu araesidové mouky s p¥isadou 0,5 % hmotn.prim.fosfored-
nanu dragelného bylo zifedéno pitnou vodou a pH upraveno &pavkovou vodou na hodnotu 7,2,

Po sterilizaci / 120 °C, 30 minut / byla ¥ivnd pdde ochlazena na 28 %, asepticky pii-
dén roztok 400 g kryst.siranu hofednatého ve 2 litrech vody a pide nsolkovédna pFipravenym
yegetativnim inokulem A.metslcaligenes. Kultivace probihala 16 hodin pFi teplotd 28 °C ,
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ze michdni 300 ot/min a vzdudndni 300 litrd/min. Po ukondeni kultivece byly bunky odstre-
dény do formy vlhké pasty. Byle ziskdno 10 kg vlhké pasty nativanich bunék/ 2,5 kg susSiny /z
specifickd ektivita &inila 400 j/min/g vlhke hmoty, resp.l800 j/min/g sudiny bunéke

10 kg vlhké bunddné pasty byle homogenné suspendovéno ve 33 litrech pitné vody, pH by-
lo upraveno 20% roztokem hydroxidu sodného na 7,0, za michdni byl pFiddn 25% vodny roztok
glutardialdehydu do koncentrace 0,5 % /hmotnost/ objem/. Zesiténi bundk trvalo 60 minut
p¥i teplotd mistnosti za st41épo michéni, Potom byla suspenze z¥edéna 350 litry pitné vo-
dy a bunky byly isolovdny odst¥edénim. Bylo ziskdno 9,6 kg vlhké hmoty zesiténych bun€k o
specifické aktivité 136 j/min/g vlihké hmoty.

Celd mnozstvi zesitdnfch bundk bylo suspendovéno v 1,35 M vodném roztoku fumaranu
amonného na celkovy objem 30 1itrd, pH upraveno na 8,5, obsah siranu hofednatého ne 1 mg/
ml & pFidém neionogenni tenzid v mnoZstvi 0,1 %/ hmotnost/objem/. Po dobu 48 hodin probi-
hala pPi teploté 30 ¢ permeabilizace a aktivizace suspenze zesit8nych bunéke Poté byly
bunky odstieddny do formy vlhké pasty.Bylo ziskdno 7,1 kg vlhké bunéliné pasty zesiténych,
permeabilizovanfch a aktivovanych bunék o specifické aktivité 350 j/min/g velhké hmoty .
Ze supernatantu byla izolovdna kyselina L-asparagovd ve vyté¥ku 85 % teorie. PonévadZ pro-
dukt nebyl &isty, byl rekrystalovdn a bylo ziskédno 79,6 % teorie &isté kyseliny L-aspare-
gové., '

7{skand bunidnd pasta byla ddle poufite k semikontinudini vyrobé kyseliny L-asparago-
vée

Do stolitrového reektoru bylo predloZeno 96 1itrd 1,35 M vodného roztoku fumaranu o
pH 8,5, obsshujfctho 1 mg/ml siranu hofednatého. Roztok substrdtu byl za michdéni vytempe-
rovén na 37 °C e p¥iddno 5 kg vlhké hmoty bunddného katalyzdtoru. Fo 3 hodindch reakce za
michén{ byl fumaran amonny/kvantitativné konvertovén na aspartdt amonny/teoretisky vyté -
Yek 179, 7 mg/ml kyseliny L-asparagové/. Po prvni skondené konverzi byl katalyzdtor oddé-
len odst¥eddnim a znovu pou?it pro enzymovou transformaci fumaranu amomného, celkem 20krdt,
prifem¥ vidy po pdtém cyklu bylo doplnéno 0,5 kg pasty katalyzatoru k néhradé manipulad -
nfch ztrdt. Ze supernatantu byle izolovédna postupem podle pFikladu 1 kyseline Le-asparagovd
s celkovym vytdikem 90 % teorie a obsahem Uinné 14tky 99,7 % hmotn.

P¥ikled 3

290 g vlhké hmoty chemicky védzanych bunék s aspartazovou akt1v1tou prlpravenych podle Cse
autorského osvéddeni C. /PV 5145-79/, bylo naplneno do squneneho sloupce o velikosti
6 x 20 em, vybavensho temperoveanym plésStém. Konverze substrdtu na produkt byla provddéna
kontinudlnfm zpisobem. Rychlosti 150 ml/h protékal sloupcem 1 M vodny roztok fumaranu amon-
ného o pH 8,5, obsahujici 1 mg/ml siranu ho¥ednatého., Kapalina vitékajici do sloupce s pev-
nym lo¥em katalyzdtoru/pritok shora doli/i vlastni sloupec byly temperovény na 37 % . Po
pritoku sloupcem bylo doseZeno za uvedenych podminek kvantitativni konverze fumaranu amon-
ného na aspartét amonny/133,1 mg/ml kyseliny L-asparagové/e vytd%ek izolované kyseliny
L-asparagové 8inil 88 % teorie, s obsahem d&inné 14tky 99,8 % hmotne V prdbéhu 110 hodin

/5 dnd/ nephetr¥itého provozu/sloupcem proteklo 16,5 litru substrdtu, ktery byl konverto-
vén ne produkt se 100% dinnosti/nebyl pozorovén pokles specifické aktivity katelyzdtoru.

PEEDMNEYT VYNLLEZU

Zpisob enzymové vyroby kyseliny L~asparagové vyznadujici se tim, Ze se vodny roztok fuma-
ranu amonného o koncentraci 0,05 a% 1,5 mol/litr, s vyhodou 1,35 mol/litr, 8 hodnotou pH
6,5 a% 9,5 , s vyhodou 8,5, s p¥isadou kationtld ho¥diku a poprlpade 8 prisadou neionogen—
niho tenzidu, uvddi p¥i teploté 10 a% 50 C, & vyhodou 35 az 38 C, diskontinudlné, semi-
xontinudln® nebo kontinudlnd ve styk s katalyzdtorem ne bdzi zesiténé a permeabilizované,
pop¥ipadé aktivované diomasy mikrobidlniho producenta aspartdzy nebo na bdzi navzdjem che-
micky vézanfeh bundk tohoto producente, nade? se po ukonfené konverzi izoluje z 0ddéle-

ného kepalného podilu kyselina L-asparegovd.
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