CEBKOSLOVENSKA : g
RIS POPIS VYNALEZU
REPUBLIKA : 250262
(19) z w é (11} (B3)
K AUTORSKEMU OSVEDZENI
(61} Autorské osvédceni je zdvislé (51} Int. Cl.¢
s na autorskych osv&déenich &. C12 P 19/24
231 458 a 249 325
(22) PrihlaSeno 12 03 85
(21) (PV 1733-85)
v ' (40) Zvefejnéno 18 09 86
URAD PRO VYNALEZY .
" A oBlRVY (45) Vydéano 15 05 88
(75) VQJTISEK VLADIMIR RNDr. CSc., FASSATIOVA LIBUSE RNDr., PRAHA,

Autor vyndlezu

SMOLIK JIRI RNDr., PARDUBICE,

KRUMPHANZL VLADIMIR &len korespondent CSAV,
STENGL RADIM ing. CSc., KOVARIK ANTONIN ing. CSc,,
HASAL PAVEL ing. CSc., PRAHA

(54) Zpiiseh enzymové vyroby glukézafruktozového sirupu ze sachardzy

1

Vyndlez se tykd zpfisobu enzymove vyro-
by glukdézafruktézového sirupu z Cisté sa-
charézy, jejich technickych forem, mezipro-
duktl jeji vyroby a vedlejdich preduktt jeji
vyroby pomoci imobilizovanych bunék, imo-
hilizovanych hunéénych stén a imobilizova-
nych dezintegrovanych hunénych suspenzi,
obsahujicich enzym g-D-fruktofuranoziddn
(invertazu) ptipravenych podle &s. AQ
231 458 a €s. AQ 248 325.

Glukozafrukiézovy sirup mé ve srovnédni
se sachardzou vyssi sladivest a je vyuZitel-
ny v rliznych pr@myslovych odvétvich, ze-
jména v potravinédfstvi, farmacii apod.

Sachardzu lze také hydrolyzovat neenzy-
maticky bud fyzikdln& chemicky 3tépeném
na iontoméni€ich za vysokych teplot za sou-
¢asné izolace obou monosacharidi, nebo
chemicky, kyselou hydrolyzou. Uvedené zpli-
soby majl vSak své ekonomické a jiné limi-
ty. V piipadé Stépeni na iontoménicich je
limitem koncentrace a kvalita sachardzy,
kvalita a dostupnost iontomé&nicli, resp. je-
jich regenerace. V pripad& chemického 5t&-
peni sachardzy je limitem vysokd spotieba
minerdlnich kyselin, koroze aparatury a
pfedevsim Spatné organoleptické a vizudlni
vlastnosti ziskaného glukézafruktézového
sirupu (hoFkost a barevnost).

V primyslové praxi se rovnéZ vyuZivd bud
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jednorézovad aplikace rozpustného enzymu
invertdzy, ktery je predem izolovdn z riz-
nych biologickych zdroji, nebo mnohoné-
sobnd opakovand ¢i kontinuélni aplikace to-
hoto enzymu v rfiznych imobilizovanych for-
mdach. Jednorédzové vyuZiti rozpustné inver-
tazy, popripadg& nativnich Zivych bunék ob-
sahujicich tento enzym, je neekonomické,
nehledé pa 3patnou kvalitu findlniho pro-
duktu, zv1ast€ v piipad€ pouZiti technickych
enzymovych preparatd &i zivych bungk. Na-
proti tomu imobilizovend invertdza umoZz-
nuje kontinudlni, resp. diskontinudlni :mno-
hondsobné vyuZiti.

Pro vyrobu rfiznych forem imobilizované
invertazy je vSak tfeba mit k dispozici ten-
to enzym v technickém nebo ¢istém stavu.
Vyroba imobilizované invertdzy vyZaduje
proto izolaci tohoto enzymu z produkénich
bunék nebo jeho dovoz. V dplnych vlastnich
nédkladech na vyrobu imobilizované inver-
tdzy se proto ekonomicky nevyhodné pro-
jevi naklady na izolaci enzymu. Jak je zna-
mo z patentové a odborné literatury (AO
209743, AO 214096, AO 234059, Enzyme
Engineering, Vol. 6., I. Chibata, S. Fukui,
L. B. Wingard, eds., Plenum Press, New York
and London, 1982), Ize rtizné formy imobi-
lizované invertdzy vyuZit pro relativné niz-
ké pocatedni koncentrace sachardézy, fado-
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vé 3,0 aZ 40,0 % hmotnostnich, pritem#
termostabilita a operaéni polofasy riznym
zplisobem imobilizovaného enzymu jsou ne-
dostatecné.

Nyni bylo zjiSt&no, Ze imobilizované celé
buiiky, pop¥ipadé dalsi uvedené formy imo-
bilizovanych bunéfnych materidlf, 1ze mno-
honédsobné diskontinuginé nebo dlouhodobé&
kontinudlné vyuZit pro enzymovou hydro-
lyzu nejen &isté sachardzy, ale i Krystalic-
kych (surovy cukr, afindda) nebo tekutych
meziproduktd jeji vyroby (surovd 5tdva,
lehkd $tdva, té87ka S$tdva, klér, siroby, po-
pfipadé vedlejSich produktd vyroby cukru
(melasa}, prifemZ poCéatetni koncentrace
téchto substratii se mohou pohybovat v roz-
mezi 0,5 aZ 75,0 % hmotnostnich. P#i pouZi-
ti vysokych koncentraci uvedenych substra-
tl jsou tyto roztoky siln& viskdzni, rychlost
konverze je nizkd a proto je tfeba enzymo-
vou hydrolyzu s uvedenymi imobilizovanymi
materidly provadét p¥i vyysSich teplotéach,
coZ klade zna¢né poZadavky na jejich ter-
mostabilitu.

V &s. autorském wosvédéeni ¢. 231 458 jsou
uvedeny zplisoby imobilizace celych nativ-
nich bungk, zesit&nych bun&k, bunéfnych
stén a dezintegrovanych bun&&nych suspen-
z{ s rliznymi enzymatickymi aktivitami za
pouZit! rGznych prokaryontnich a euka-
ryontnich bunék jako vychoziho biologic-
kého materidlu, mimo jiné i s aktivitou in-
vertazy. V &s. autorském osv&dleni d{islo
249 325 je popséan zplisob zpeviiovani a sta-
bilizace Castic biokatalyzdtoru na bazi bu-
n&k kvasinek. Tento zpfisob a zpfisoby uve-
dené v &s. autorskych osvédéenich ¢. 209 265
a 231458 dovoluji aplikaci téchto biokata-
lyzatorhi s invertdzovou aktivitu p¥i relativ-
né& vysokych teplotdch a vysokych podatec-
nich koncentracich substrétu.

Zplsob enzymové vyroby glukézairukto-
zového sirupu ze sacharfzy podle predmét-
ného vyndlezu je vyznacen tim, Ze k enzy-
mové hydrolyze se pouZiji celé imobilizo-
vané builky, imobilizované buné¢né stény
nebo imobilizované dezintegrované bunéé-
né suspenze a @g-D-fruktofuranoziddzovou
aktivitou pripravené podle AO 231458 a
AQ 249 325.

jako substraty se pouZivaji vodné roztoky
¢isté sacharozy, technické sacharozy ve for-
mg pfirodniho cukru, surového cukru, afi-
novaného cukru, vodné roztoky sachardzy
ve form& tekutych druhéi cukru, roztoky sa-
char6zy vznikajici jako meziprodukt vyro-
by sachar6zy jako jsou surova Stava, lehka
Stava, téZka 3tava, kléry, siroby a dale ve-
dlej8i produkty vyroby, zejména melasa z
vyroby, popfipadé& zFed&nd melasa. °

Enzymovéa hydrolyza se provadi pii tep-
lotach v rozmezi 10 aZ 90 °C s vyhodou 60
aZz 75 °C, pfi pH reak&ni smési v rozmezl
4,0 aZ 7,0 s vyhodou 4,5 a% 5,5, p¥i pocatec-
nich koncentracich sachardzy 0,5 aZz 75,0
hmotnostnich procent s vyhodou 40 aZ 65
hmotnostnich procent.

4

EnzymovA hydrolyza se provadi diskon-
tinudlnd prFi koncentraci imobilizovanych
materidllt 1 aZ 200 g vlhké hmoty. litr-1
reaktni smési s vyhodou 100 g vihké hmo-
ty . litr~1 reakéni smd&sy bud tak, 7e se &é&s-
tice imobilizovanych materidlll ponechaji tr-
vale v zalizenl a z reakéni smési se oddé&ll
roztok obsahujici produkty reakce, nebo se
separace biokatalyzdtori po ukonéeni kon-
verze provede mimo reakéni zafizeni, pri-
¢emZ v obou pfipadech se imobilizované
materidly alespoii dvakrdt znovu opakované
poufiji.

Enzymovd hydrolyza se provddi konti-
nuélnég, bud v zafizenich s pevnym loZem
imobilizovanych materidllt protékdnim roz-
tok@t substratd pevnym loZem £&éstic, nebo
s vyhodou v zafizenich se vznosnym loZem
imobilizovanych materidltt bud d&erpanim
roztoki substrati tak, aby &éastice biokata-
lyzdtorlt byly v trvalém vznosu proudénim
kapaliny, nebo tak, Ze €astice se uvedou do
vznosu jinym zplsobem, napiiklad micha-
nim.

Vzniklé produkty enzymové reakce se da-
le upravuji filtraci, odstfedovanim, odbar-
vovanim, zahu$Stovdnim, pfipadné a s vyho-
dou obighacuji p¥isadami jako jsou vita-
miny, chutové piisady, barviva a jiné.

Reakéni rychlost a ucinnost enzymové
hydrolyzy byla sledovdna refraktometric-
kym méfenim suliny roztoku a polaromet-
rickym méfenim obsahu sacharézy v rozto-
ku podle Frimla a Tiché (Laboratorni kon-
trola cukrovarnické vyroby, vydalo STI po-
travindfského primysiu, Praha 1977). Ze
ziskanych analytickych vysledkd byl pro-
veden tecreticky vypofet tzv. kvocientu in-
vertu (Q;), coZ je hodnota, kterd udavé po-
mér koncentrace invertniho cukru (i) k
celkové suroving (S); rozmér — hmotnostni
procenta:

Zplsob stanoveni g-D-fruktofuranozidédzové
aktivity, definice aktivity a specifické akti-
vity jsou uvedeny v €s. AO 249 325.

Ve srovndni s vyuZitim imobilizované in-
vertdzy pro hydrolyzu sachardzy majl imo-
bilizované bun&né materidly, ziskané po-
stupy podle AO 231458 a AO 249 325 pod-
statng vys3i termostabilitu a jsou schopny
enzymové hydrolyzy vysokych koncentraci
substratfi nejen ve formé& C¢isté sacharodzy,
ale i jejich riiznych technickych forem a
meziproduktf jeji vyroby, coZ bude doloZe-
no v nésledujicich pfikladech vynélezu.

Pfiklad 1

1000 g vlhké hmoty celych zesiténych
bunék pivovarskych kvasinek, zesit&ni na-
tivnich bun&k 1 Y% glutaraldehydem a je-
jich vyprdni bylo provedeno podle ¢s. AO
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231 458, bylo suspendovéanc v 9000 g kléru
o refraktometrické susing 55,8 % hmotnost-
nich. Specifickd aktivita zesiténych bunék
¢inila 600 umol glukézy.min~!.mg-1 su-
ché hmoty. Po homezenizaci zesiténych bu-
nék v roztoku substrdtu pomcci rychlobéz-
ného michadla byla suspenze premistén do
temperované ndadoby opatfené michadlem,
upraveno pH koncentrovanou kyselinou oc-
tovou na hodnotu 4,5 a suspenze zahrata
na 60 °C. Nepretrzité michéni reakCni smé-
si (300 otdtek.min"!} probihalo po dobu
3 hodin. Po této dobé ¢inil stupeini konver-
ze 94,6 0. Suspenze byla odstfeddna na
odstfedivce Sharples, konverzni smés za
horka =zfiltrovana ples azbestocelulCzovou
desku a odstfedna hmota zesiténych bunék
byla popsanym zplisocbem znovu pouZita k
enzymové hydrolyze Cerstvé nasady kléru,
za jinak stejnych podminek jako bylo uve-
deno. Tento postup byl opakovidn celkem
patnéctkrat s tim rozdilem, Ze po kaZdém
pdtém opakovaném cyklu enzymové hydro-
lyzy bylo doplnéno 100 g vlhké hmoty zesi-
ténych bunék zasobnim nepouZitym bicka-
talyzatorem tak, aby byly kompenzovéany
manipula¢nl ztrdty b&hem odstfedovani.
Primérny stupeil enzymové kouverze h&hem
patnécti opakovanych cykilt enzymové hyd-
rolyzy &inil 92,3 %.

Priklad 2

Bylo pripraveno 5 kg navzdjem imobili-
zovanych celych bun&k pekafského droZdi
postupem podle &s. AO 231458 a ziskané
¢astice zpevnény podie &s. AQO 249 325. Spe-
cifickd aktivita imobilizovanych bungk Cini-
la 500 umol glukoézy.min~! suché hmoty
gastic.

50 g vlhké, dobie odsdté a promyté hmo-
ty d&astic biokatalyzatoru bylo suspendové-
no ve 450 g kléru o podéatedni refraktomet-
rické susing 66,0 %. Klér byl pledem upra-
ven koncentrovanou Kkyselinou octovou na
pH 4.,6. Suspenze hyla prenesena do nédo-
by z plastické hmoty, kierd hylo konstruke-
né resena tak, aby moh!l bickatalyzator byt
mnohondsobné opakovan® pouZivdn v této
nadobé. Nad dnem nddoby byla umisténa filt-
ratni pfepdZka s upevnénym textilnim ma-
teridlem {mlynaiskd silonovd plachetka),
jehoZ porozita nedovolovala Gnik Céstic bio-
katalyzdtoru =z reakénl nédoby. Dno pod
filtra¢ni pfrepdZkou bylo opatieno trubici
z Dplastické hmoty, umoZiiujici odsdvéani
zkonvertované smési p¥i trvalém setrvéni
¢astic katalyzdtoru v. nddobé. Reakdéni nado-
ba byla temperovana ve vodni lazni na 75
stuptit. C. Reakéni smés byla nepFetrZité
michédna kotvovym michadlem o poltu otd-
tek 120 aZ 150.min~1. Reakéni doba &inila
3 hodiny. Po skon¢eni prvnl konverze (Q; =
= 92,3 %) byly produkty hydrolyzy z popsa-
ného zafizeni vakuové odsaty ap Fidana
Cerstvd nésada (450 g) roztoku substratu
(klér o S = 66,0 % a pH = 4,6). Tento po-

]

£

8

stup byl popsanym zplisobem celkem dvé-
st8krdt opakovan. Vysledky jsou uvedeny
jak nasleduje.

Polet Primérny
cykld Q: (%)
1— 10 91,0
11— 20 89,5
21— 30 88,9
31— 40 86,8
41— 50 85,2
51— 60 84,1
61— 70 83,7
71— 80 82,9
81— 90 81,5
91—100 80,2
101—110 78,3
111—120 76,2
121—130 72,3
131—140 70,1
141—150 67,8
151—160 65,1
161—170 61,3
171—180 57,3
181—190 53,8
191—200 50,0

7 uwvedenych vysledkd vyplyva, Ze za zvo-
lenych reak&nich podminek (refraktomet-
rick4a sudina substratu 66,0 %, reakéni tep-
lota 75 °C, pH 4.8, kouncentrace hiokataly-
zaloru 10 himmotnostnich procent) je bioka-
talyzdtor pouZitelny minimAalng stokrét, pri
prim&rné dosaZeném stupni konverze 80 %
teorie/100 opakovanych cykld pouZiti. Ope-
ratni polotas biokatalyzdtoru (sledovéana
specifickd aktivita ¢4stic bickatalyzatoru
mezi jednotlivymi cykly opakovaného pouf#i-
1) je za uvedenych reak&nich podminek 200
opakovanych cykld, coZ koreluje se stup-
ném G¢innosti konverze.

Priklad 3

50 g vihké, dobi'e odsdté a promyté hmoty
gastic biokatalyzdtoru, jehoZ zptisocb pFipra-
vy a specifické ektivita jsou uvedeny u pii-
kladu 2, bylo suspendovdno ve 450 g cuker-
ného roztoku o refraktometrické suSiné 50
procent, pr¥ipraveného z Cistd sachar.izy (ra-
finovany cukr]}. Hodnota pH tohoto roztoku
byla pfed smichdnim s biokatalyzdtorem u-
pravena koncentrovanou kyselinou octovou
na 4,5. Dale bylo pfi enzymové hydrolyze
postupovéno zplsobem uvedenym v piikla-
du 2 vletneé popsaného zarizeni, pouze s tim
rozdilem, Ze reak¢ni teplota byla 68 °C. Re-
akéni dobha pro jeden cyklus byla 3 hodiny.
V prvém cyklu hydrolyzy bylo dosaZeno
Qi - 99,2 0/0.

Za uvedenych reakCnich podminek g uve-
denym zplisobem byla tatdZ nédsada biokata-
lyzdtoru pouZita celkem tFicetkrdt s pra-
mérné dosazenym stupném Qi/30 cykld opa-
kovaného pouZiti 94,5 %.
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Prfiklad 4

Melasa o refraktometrické susiné S = 74,0
procenta a pH 8,1 byla zFfed&na pitnon vo-
dou na S = 65,0 % a pH upraveno kon-
centrovanou kyselinou chlorovodikovou na
5,5. 9 kg tohoto roztoku melasy bylo smi-
chdno s 1 kg vihké hmoty biokatalyzatoru,
jehoZ specifickd aktivita a zplsob pripravy
byly zminé&ny v pfikladu 2. Suspenze byla
nepfetrzité michdna po dobu 3 hodin pfi
teploté 75 °C. Stupefi hydrolyzy v prvém
cyklu &inil 77,1 %. Céastice biokatalyzatoru
byly po prvnim cyklu enzymové hydrolyzy
oddéleny vakuovou filtraci pfes textilni ma-
terial za horka a separovany biockatalyzator
suspendovan opét v ferstvé nasadé roztoku
melasy a popsanym zplsobem provedeno
5 opakovanych cykld enzymové hydrolyzy
pfi uvedené koncentraci substratu a za ji-
nak stejnych reakénich podminek i zpiso-
bu manipulace.

Primérny stupeii enzymové hydrolyzy
(5 cykli opakovaného pouZiti téZe ndsady
biokatalyzédtoru &inil 75 % teorie).

P¥iklad 5

Tézka 8tdva, meziprodukt z vyroby sacha-
rozy, o refraktometrické suding 55,0 % a
pH 8,5 byla okyselena koncentrovanou Ky-
selinou octovou na pH 4,6. MnoZstvi 0,5 kg
vlhké hmoty biokatalyzdtoru, jehoZ speci-
fickd aktivita a zplisob pfipravy byly zmi-
nény v pfikladu 2, bylo pfeseseno do 4,5 kg
takto upravené té7zké $(avy, suspenze zahia-
ta na 75 °C a v priib&hu nepfetrZitého mi-
chéani byla v 60 min. ¢asovych intervalech
sledovdna udinnost konverze. Vysledky jsou
uvedeny jak ndsleduje.

Doba Stuperil hyd-
hydrolyzy (min) rolyzy Q; (%)
60 66,4
120 92,12
180 94,7
240 96,2
280 96,2

Po 4 h kouverze byl biokatalyzdtor za hor-
ka oddé&len filtraci pres kalolisovanou pla-
chetku a opét suspendovan v &erstvé né-
sadé (4,5 kg) téZké Stdvy a popsanym zpli-
sobem provedeno celkem 10 opakovanych
cykli konverze s toutéZ ndsadou biokataly-
zdtoru a za jinak stejnych reakCnich pod-
minek.

Primérny stupeil konverze/10 opakova-
nych cykld pouZiti téZe ndsady bhiokataly-
zdtoru &inil 93,7 % teorie. Hydrolyzovand
téZka §tava byla shromaZdovdna v zdsobni
nddobg. Bylo ziskdno celkem 43,8 kg hyd-
rolyzované tézké 3tavy, kterd byla naésle-
dujicim zptsobem oSetfena. Do zahf4tého
roztoku (80 °C) bylo vmichdno 0,5 kg ak-
tivniho uhli a 2 kg kremeliny a suspenze

8

za horka vakuové zliltrovdna pies kaloliso-
vou plachetku a po ipravé pH koncentro-
vanym roztokem hydroxidu soduého na hod-
notu 8,1 vedena na vakuovou odparku a za-
hu§téna na refraktometrickou susinu 75 %.

Priklad 6

Byl pfipraven vodny roztok afinovaného
cukru o refraktometrické suding 65,0 % a
pH roztoku upraveno koncentrovanos kyse-
linou octovou na hodnotu 4,5. Do 450 g to-
hoto roztoku bylo suspendovino 50 g vlhké
hmoty biokatalyzétoru, jehoZ specifickd ak-
tivita a zpflisob p¥ipravy byly zminény v pii-
kladu 2. Dale bylo postupovédno pfi vsddko-
vé opakované hydrolyze vidy Cerstvé nasa-
dy tohoto technického substratu tak, jak je
uvedeno rovnéZ v prikladu 2.

V prvém cyklu enzymové hydrolyzy bylo
dosaZeno po 3 h Q; = 90 % teorie. Celkem
bylo provedeno 10 opakovanych cykll kon-
verze s toutéZ ndsadou biockatalyzatoru a
prumérny stupeil enzymové hydrolyzy/10 o-
pakovanych cyklid &inil 88,4 %.

Priklad 7

Byl pf¥ipraven vodny roztok surového cuk-
ru o refraktometrické sudind 65 % a pH
roztoku upraveno koncentrovanou kyselinou
octovou na hodnotu 4,7. Do 450 g tohota
roztoku bylo suspendovdno 50 g vihké hmo-
ty biokatalyzdtoru, jehoZ specifickd aktivi-
ta a zpfisob pfipravy byly zminény v pfi-
kladu 2. Ddle bylo postupovéno pfi vsadko-
vé opakované hydrolyze vidy cerstvé nésa-
dy tohoto technického substiratu tak, jak je
uvedeno rovnéZ v pfikladu 2.

V prvém cyklu enzymové hydrolyzy bylo
dosaZeno Q; = 88,6 % za 4 h konverze. By-
lo provedeno celkem 15 opakovanych cyk-
10 konverze s toutéZ nésadou biokatalyzé-
toru a primérny stupeii enzymové hydroly-
zy/15 opakovanych cykld &inil 85,0 0.

P¥iklad 8

Z odpadniho produktu po vyrob& bezbu-
nééného kvasnitného extraktu z pekafské-
ho droZdi, kterym jsou v podstaté usuSené
stény kvasinek, jehoZ specifickd hodnota se
pohybuje v rozmezi hodnot 400—700 upmol
glukozy . min~!. mg~! suché hmoty, byl pfi-
praven imobilizovany biokatalyzator postu-
pem podle &s. AO 231 458 a vzniklé Céastice
zpevnény a stabilizovdny postupem podle
€s. AQ 249 325. Byly ziskany d&éstice bioka-
talyzdtoru o specifické hodnot& 480 umol
glukozy . min~1. mg~! suché hmoty s distri-
buci jejich velikosti 0,08 aZ 3,5 mm.

100 g vlhké hmoty tohoto imobilizované-
ho materidlu bylo suspendovdano v 900 g
vodného roztoku rafinovaného cukru a re-
fraktometrické suding 34,2 %, jehoZ pH by-
lo pfedem upraveno koncentrovanou kyseli-
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nou octovou na hodnotu 4,6. Suspenze Cds-
tic byla uvedena do vznosu pomoci kotvo-
vého michadla (150 otdfek.min-1) a vy-
temperovédna na teplotu 60 °C. Reakéni doba
pro jeden cyklus ¢inila 3 h. V prvém cyklu
enzymové hydrolyzy bylo dosaZeno hodno-
ty Q; = 99,0 %.

Bylo provedeno celkem 20 opakovanych
cykli enzymové hydrolyzy s toutéZ nésa-
dou bickatalyzdtoru za uvedenych reaké-
nich podminek a zplsobem manipulace u-
vedenym v piikladu 2. PrGmérny stupei en-
zymové hydrolyzy/20 opakovanych cykli po-
uZiti ¢inil 97,3 %.

Priklad 9

Vychlazend vodnd suspenze celych bunék
kvasinek (pekafské droZzdi) byla v mnoZstvi
10 1 mechanicky dezintegrovéduna &tyifndsob-
nym prichodem pomoci §t&rbinového tlako-
vého dezintegratoru pii pretlaku 6.107 Pa.
Suspenze dezintegrovanych bunék byla imo-
bilizovdna postupem podle &s. AO 231 458
a Castice zpevnény a stabilizovany postu-
pem podle &s. AO 245 325, Bylo ziskdno cel-
kem 7 kg velhké hmoty pevnych &astic bio-
katalyzdatoru o specifické aktivité 600 umol
glukézy . min~1. mg~! suché hmoty s pri-
mérnou distribuci jejich velikosti 0,1 aZ 5,0
mm.

500 g vlhké hmoty tohoto biokatalyzatoru
bylo suspendovédno ve 4500 g lehké Stavy
(meziprodukt z vyroby sacharézy) o refrak-
tometrické su$ing 17,5 %. Pf¥ed vnesenim
biokatalyzdtoru do tohoto roztoku substratu
byla hodnota pH upravena z 9,0 na 4,6 kon-
centrovanou kyselinou chlorovodikovou.
Suspenze &astic byla vytemperovdna na 60
stupiit C a &astice uvedeny do vznosu po-
moci michadla o po¢tu otafek 200.min—L
Po jedné hodiné reakce byl stupeit konver-
ze kvantitativni (100 % teorie).

Za uvedenych reakénich podminek byla
tatdZ ndsada tohoto biokatalyzatoru pouZita
celkem tficetkrat pri primérng dosaZeném
stupni teoretické konverze/30 opakovanych
cykld pouZiti 99,0 % teorie.

Kvantitativing hydrolyzovany roztok lehké
Stavy byl shromaZdovdn v zdsobni nadr#i.
Celkem bylo ziskdno 130 1 glukézafrukto-
zového sirupu. NaZloutly roztok byl odbar-
ven vmichdnim 3 kg aktivniho uhli a filtraci
za horka pres azbestocelulézovou desku.
Bezbarvy roztok byl po tpravé pH koncen-
trovanym roztokem hydroxidu sodného na
hodnotu 7,8 veden na vakuovou odparku a
zahu$tén na 68 % susiny. Zahustény sladivy
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bezbarvy sirup byl ochucen pFidavkem ci-
trénové pfirodni tresti v mnoZstvi 0,3 g/kg
sirupu a pridavkem kyseliny askorbové v
mnoZstvi 0,1 g/kg sirupu.

P¥iklad 10

Navzédjem imobilizované celé builiky kva-
sinek (pekalské droZdi), zplsob imobiliza-
ce, zpeviiovani a specifickd aktivita tohoto
materidlu je zminéna v pFikladu 2, byly roz-
déleny plavenim na sitech s definovanou ve-
likosti ok na jednotlivé velikostni tFidy.
Frakce biokatalyzdtoru, kde distribuce ve-
likosti Castic po rozdéleni d¢inila 1,0 aZ
5,0 mm, byla naplnéna do sklenéné kolony
0 priméru 5 cm a vy3ce 150 cm v mnoZstvi
2 kg vlhké hmoty. Sklen&nd koiona byla o-
patiena temperovanym vodnim plast&m a
na obou Kkoncich opatfena pevnymi, perfo-
rovanymi filtra¢nimi prepdzkami, které byly
prekryty texiilnim materidlem [mlyndrskad
silonova plachetka}, aby nedochéazelo k G-
niku ¢astic z kolony. Spodem &dstic reak-
toru byl &erpan 35% vodny roztok rafino-
vané sachardzy o pH 4,6 ze zdsobniku rych-
losti 2 1.h~L ¢imZ byly Céastice uvedeny do
vznosu proudénim kapaliny. Kolona byla
temperovéana na 65 °C.

Stupeii konverze na vytoku z kolony byl
kvantitativni. Kolona byla v nepfetrzitém
provozu 5 dni, pfi€emZ bylo ziskano celkem
240 1 glukézafruktézového sirupu o prameér-
ném stupni hydrotyzy 97,6 %.

Priklad 11

Navzajem imobilizované celé builky kva-
sinek, jejichZ specifickd aktivita, zpiisob
imobilizace a zpevilovdni je zmin&n v p¥Fi-
kladu 2, byly pouZity k mnchonédsobné opa-
kované hydrolyze roztoku kléru za podmi-
nek a zplsobem uvedenym rovnéZ v prikla-
du 2. Vzhledem k tomu, e dochazi k po-
stupné termdlni a dalSi inaktivaci enzymau
v Casticich imobilizovanych bungk (operzé-
ni polo€as 200 opzkovanych tifthodinovych
cykll pii pH 4,6, teploté 75 °C a koncentra-
ci substratu 65 % suSiny), byla mezi 51. a
100. cyklem prodluZovédna renk¢ni doba na
4 hodiny a mezi 101. a 150. cyklem na 5 a#
6 hodin. Timto programovanym prodluZova-
nim reakcni doby, pii zachovani vysckého
stupné konverze (vice neZ 80 % ), byla tatéd?
nasada biokatalyzdtoru v prib&hu 150 opa-
kovanych cykld dokonale vyuZita. Primeérny
stupefi konverze/150 cykld opakovaného po-
uziti pfi popsanym zplisobem prodluZované
reak&ui dobé &inil 82,3 9.
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PREDMET VYNALEZU

1. Zphsob enzymové vyroby glukoézafruk-
tdézového sirupu ze sachar;zy vyznadujicl se
tim, Ze k enzymové hydrolyze se pouZiji
celé imobilizované bunky, imobilizované bu-
nééné stény nebo imobilizované dezintearo-
vané buné&fné suspenze s g-D-fruktoivrano-
ziddzovou aktivitou, pFipravené podle au-
torskych osvéddeni &. 231 458 a 249 325, pri-
temZ jako substrity se pouZiji vodné rozto-
ky ¢isté sacharozy, technické sachardzy ve
formé& pfirodniho cukru, surového cukru,
afinovaného cukru, vodné roztoky sachars-
zy ve formé& tekutych druhfl cukru, roztoky
sachardzy vznikajici jako meziprodukty vy-
roby sacharozy, jako jsousurovd Stiva, leh-
ké $tédva, t8Zk4 $tdva, kléry, sircby a déle ve-
dlej8i produkty vyroby, zejména melasa z
vyroby, popiipadé zred&nd melasa a cnzy-
movéa hydrolyza se provadi pfi teplotdch v
rozmezi 10 aZ 90 °C, s vyhodou 60 aZ 75 “C,
p¥i pH reakéni smési v rozmezi 4,0 2% 7,0
s vyhodou 4,5 aZz 5,5 pii poldtetnich koxi-
centracich sacharézy 0,5 aZ 75,0 hizolnost-
nich procent s vyhodou 40 aZ G5 hmotnost-
nich procent.

2. Zplsob podle bodun 1, vyznacujici se
tim, Ze enzymovd hydrolyza se provddi dis-
kontinudlné pri koncentraci imobilizovanych
materidlt 1 aZz 200 grami vlhké hmoty.

litr ! reskéni sm3si, s vyhodou 100 gram(
vlhké hmoty . litr~! reakéni smési, bud iak,
Ze se Cdstice imobilizovanych materidldl po-
nechaji trvale v zalizeni a z reakéni smési
se 0ddéll roztok obsahujicl produkty. reak-
ce, nebo se separace biokatalyzdtor po u-
kondeni konverze provede mimo reakéni za-
Fizeni, prifem% v obou pPipadech se imaobi-
lizované mazateridly alespoil dvakrate znovu
opakovand pouZiil.

3. Zpflscb podle hodit 7, vyznadujicl se
m, Ze enzywovad hydrolyze se  provadi
Fontinualong, bud v zalizeaich s pevaym lo-
Zem imobilizovanych materiglt protékédnim
roziokl subsiratlt timto pevnym lofem Cés-
tic, nebo s vyhedou v zaFizenich se vznos-
nuym loZem imobilizovanych materidld bud
¢erpanim roztokl sustrdid tak. aby Casti-
ce biokatalyzdtorlt byly v trvalém vznosu
proudénim kapaliny, neho tek, Zze Castice se
uwvedou do vznesu jiaym zpisobem, napfi-
lad michanim.

4. Zntsob podle Lodt 1, 2 a 3, vyznalujici
s tim, Fe vzuiklé produkty enzymové re-
akee se déle upravuji filiraci, odstiedova-
nim, odharvovanim, zahu$ ovédnim, piipad-
né a s vyhodou obohacujl pfisadami jako

.jsou vitaminy, chutové piisady, barviva a

jiné.
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