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Vynélez se tfkd smésného imobilizované-
ho bun&tného a eunzymového hiokatalyzd-
toru k pfemdnd D-;lukdzy na D-glukonét 8
k prem&ng& sachar6zy na D-glukonét a D-
-fruktézu, ktery je pripravitelny podle &s.
autorského osv&d&eni &. 231656 a zphso-
bu jeho vyroby.

Podle toho jaké je kvalitativni zastoupe-
ni jednotlivich enzymilt ve sm&sném bhioka-
talyzatoru a podle pouZitého substratn k
enzymové piem&ng, lze ziskat bud &isty D-
-zlukondt, nebo D-glukonat a D-fruktdzu.

Oha produkty enzymové biotransformace,
D-glukondt a D-fruktéza, které lze ziskat
vyuZitim predméiného biokatalyzdtoru v
jednom technolozickém stupni v pomé&rné
vysokém vytéZku, maji znaény prakticky vy-
znam v Fadé primyslovych odvétvi.

D-glukondt a jeho soli pfedev3im ve stro-
jirenstvi a vibec v kovoprimyslu, k &ists-
ni a rozpou$téni okuji po svafovéni, zejmé-
na k rozpoust&ni okuji v reaktorech pro a-
tomové elektrarny, pii povrchové upravé
kovili v é&isticich, leSticich a zalvaniza&nich
ldznich a k le§té&ni trubek a odstraiiovédni u-
sazenin v potrubich. V primyslu vyroby ba-
rev se D-glukonat pouZivd jako aditiva do
barev a lakili, ve stavebnictvi jako pfisada
do specidlnich p¥epjatych betonii, kterd ve-
de ke zpomaleni tuhnuti betonu a zvySeni
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jeho kvalitativnich vlastnosti. Ve farma-
ceutickém pramyslu slouZi D-glukondt a je-
ho soli jako surovina pro vyrobu nékterych
vitaminu Fady B. Druhy produkt enzymové
biotransformace, D-fruktéza, md 1,7x vys-
81 sladivost neZ sacharéza a odtud plyne je-
ho primyslovy vyznam pFedeviim v potra-
vind¥ském primyslu, kde jej l1ze vyuZit bud
samotného, nebo ve smési s glukozou (ke
zlepSeni organoleptickych vlastnosti] ve vy-
robé rliznych népoijd, zejména limondad a ve
vyroh& - cukrovinek. D-fruktézu lze rovn&%
vyuZit, a v né&kterych pripadech velmi v§-
hcdné, jako zdroj uhliku a energie pro fer-
mentaci, zejména pro kvasny a farmaceutic-
k¢ prdmysl (vyroba antibiotik, aminokyse-
lin, organickych kyselin, fenylacetylkarbi-
nolu apod.]. -

Je zndmo, Ze enzym glukézaoxiddza (EC
1.1.3.4) katalyznje oxidaci D-glukézy na D-
-glukonolakton v pfitomnosti flavinovyh
koenzymit FAD/FADH, p¥i vstupu kysliku
do reakce. Vznikajici peroxid vodiku je en-
zymem kataldzou (EC 1.11.1.6) S$tdpen na
molekularni kyslik a vodu, pFifemZ z pfe-
chodného meziproduktu, D-glukonolaktonu,
vznika adici vody D-glukonat. Zdrojem obou
enzymi jsou rfizné biologické materialy, ze-
jména rostlinné a pFedevdim mikrobidlni
buiiky, zvla$té nékteré druhy imperfekinich
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hub z rodu Aspergillus. Enzymy glukodza-
oxiddza a kataldza jsou v mikrobidlnich
buiikdch lokalizovdany spoleéné& v tzv. elek-
trokondenzaénich mikrozémech — peroxi-
zomech. Tato lokalizace obou enzymil v
podbunéné struktufe builtky mé velky vy-
znam, nebot glukézaoxiddzou generovany
peroxid vodiku je ihned ,in situ“ katald-
zou $t&pen na kyslik a vodu. Kdyby toto
spfaZeni obou enzymové Kkatalyzovanych
biochemickych reakci neexistovalo, pak by
vznikajici a hromadici se peroxid vodiku
za velmi krdtkou dobu nevratn& denaturo-
val vlastni enzym, ktery jej generuje, coZ
by ve svych diisledcich vedlo k smrti buii-
ky.
Prostfednictvim intaktnich, zejména mi-
krobidlnich bunék obsahujicich oba tyto
enzymy, lze tedy p¥ipravit jednordzovou en-
zymovou bictransformaci vodného roztoku
D-glukézy D-glukonét, resp. jeho soli, nebot
vznikajici D-glukonovd Kkyselina musi byt
b&hem reakce kontinudln& neutralizovdna
roztokem alkélie, aby nedoSlo k silnému sni-
Zeni hodnot pH prostiedi, které by vedlo
ke sniZeni, resp. zastaveni enzymové re-
akce. Druhou moZnosti je priprava D-glu-
kondtu z D-glukdézy submersni jednorézo-
vou kultivaci produk&nich mikroorganismi
ve fermenta&nim tanku. Je pochopitelné, Ze
tuto enzymovou pfemé&nu D-glukdzy je moi-
né jednordzové provadét i rizné Eistymi pre-
pardaty obou rozpustnych izolovanych en-
zymil.

Tyto postupy viak nejsou piili§ ekono-
mické, nebot pro vyrobu D-glukonédtu z D-
glukézy je t¥eba fermentaénim zplisobem
pfipravit vZdy novou 3arZi bun&k. V ojedi-
né&lych p¥ipadech lze intaktni mycelium mi-
krobidlnich bun&k pouZit opakovang, pfi-
¢emZ je pochopitelné, Ze stupeil teoretické
konverze substrdtu na poZadovany produkt
klesd v zAvislosti na po&tu opakovanych
cykld pouZiti, nebot intaktni mycelium je
smykovym naméhédnim v michaném reak-
toru mechanicky destruovédno a enzymy se
ze subtilnich struktur buiiky uvoliiuji do
vodné faze, solubilizuji a specifickd enzy-
movi aktivita klesd. DalSim komplikujicim
faktorem, z hlediska enzymové piipravy
D-glukondtu z D-glukézy je kvantitativni
pomér glukdzaoxiddzy a kataldzy v pro-
duk&nich mikrobidlnich butikAach.

V &s. autorském osv&d&eni & 247531 je
popsdna vysokoprodukéni mutanta kmene
Aspergillus foetidus var. pallidus AN 166,
syntetizujici vysoké mnoZstvi glukézaoxi-
dazy. Specifickd aktivita glukézaoxiddzy u
tohoto kmene je ve srovnéni s jinymi pri-
myslové vyznamnymi mikrobidlnimi kme-
ny — producenty tohoto enzymu, 7 aZ 10-
krat vyssi

Produkce enzymu Kkataldzy je vSak s
ostatnimi kmeny kvantitativn® srovnatelné.
Tento kmen syntetizuje i enzym g-D-frukto-
furanozidizu-invertdzu (EC 3.2.1.26), coZ
umoznilo vypracovat fermentatni zplisob
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vyroby bud D-glukonatu z D-glukdzy po-
dle &s. autorského osv&ddeni & 250277
nebo, a to zejména, fermentaéni zplsob vy-
roby D-glukondtu vedle D-fruktozy ze sa-
charézy a meziproduktl jeji vyroby podle
8s. autorského osvéd&eni €. 259 439.

Obsah invertdzy w burtikdch tohoto pro-
dukéniho kmene viak rovn&Z neptfesahuje
b&Zn8 dosahovanych mnoZstvi, je viak do-
stadujici k jednordzové fermentatni vyrobé&
D-glukonédtu vedle D-fruktézy ze sacharozy.

Ve svétové odborné a patentové literatu-
fe, zahrnujice v to i Ceskoslovensko, jsou
jiz vice jak 15 let patrné snahy o ekomno-
mizaci vyroby O-glukondtu na bézi jeji vy-
roby z D-zlukézy pomoci rliznym zpisobem
imobilizovanych bun&k s glukbzaoxiddzo-
vou a kataldzovou aktivitou, nebo té&chto
enzymil pfedem izolovanych a nésledné& i-
mobilizovanych nejriiznéj§imi zplsoby imo-
bilizace. Tyto imobilizované biokatalyzato-
ry, at jiZ na bdzi imobilizovaného enzymu
nebo bundk, maji oproti vySe uvedenym
fermentanim zpfisobtm vyroby tu vyho-
du, Ze imobilizované biokatalyzdtory lze
vyuZivat mnohondsobné opakovang& nebo
kontinualng pro vyrobu D-glukonatu z D-
-glukozy. _

Enzym gluk6zaoxiddza je znatné& nesta-
bilni p¥i pH nad hodnoty 7.0. Stabilitu to-
hoto enzymu v zavislosti na pH prostfedi
lze vyznamné zvySit prokfiZenim bilkovin-
nych molekul glutaraldehydem (Solomon a
sp., Biopolymers, 16, 1837, 1977). Gluké-
zaoxiddza je téZ inhibovdna a inaktivova-
na peroxidem vodiku, pfi€emZ redukovand
forma tohoto enzymu je inaktivovéna 100x
rychleji neZ forma oxidovand (Kleppe, Bio-
chemistry, 5, 139, 1966). Greenfield a sp.
(Anal. Biochem. 65, 109, 1975) proto ko-
imcbilizoval kataldzu spolu s gluk6zaoxidé-
zou na Géastice ve vodé nerozpustného no-
sie. Karube a sp. (Biotechnol. Bioeng. 19,
1233, 1977) imobilizovali glukézaoxiddzu
na povrchu vlastniho mikrobidlniho produ-
centa — mycelium Aspergillus niger glu-
taraldehydem v pfitomnosti albuminu a ko-
netn& Hertmeier a Doppner [Biotechnol.
Lett. 5, 743, 1983) koimobilizovali nadby-
tek kataldzy na povrchu produk&niho my-
celia Aspergillus niger (obsahujici v buii-
kéch glukodzaoxiddzu) prokfiZenim molekul
kataldzy glutaraldehydem v pritomnosti al-
buminu.

Z patentové literatury lze uvést napfi-
klad r&zné zplsoby imobilizace enzymil
gluk6zooxiddzy a kataldzy na cdstice ve vo-
dé nerozpustnych nositlt syntetického ne-
bo p¥irodniho plivodu organické nebo anor-
ganické povahy, které jsou uvedeny v NSR
DOS 2021149 a DOS 2 214 442, v ¢s. autors-
kych osvédienich €. 214096, €. 209743 a
¢. 234059. V téchto pfipadech se jedna o
kombinaci sorpce t&chto enzymii na ve vo-
d& nerozpustné ¢&4astice a jejich nésledné
kovalentni zesiténi glutaraldehydem, nebo
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kovalentni vazbu sm#si ti3chto enzymill na
riiznym zplisobem chemickv zktivovens &as-
tice rlznych nosigd. V ¢s. autorskdém os-
v8dceni ¢. 231 656 je papsdno kovalentn?! ze-
siténi smési obou téchrito enzymi realktivni-
mi ve vod& rozpustnymi polymery. Pokud
jde o imobilizaci mikrokidlnich bunsék,
zvl85t8 pak imperfektnich hub s glukoza-
oxiddzovou aktivitou, pak zplsoh imobiliza-
ce a blokata]yztltoa‘y na bdzi celych zesité-
nych a permeabilizovanych bundk, resp. pa-
let je popsdn v &s. autorském osv8d&eni &.
209 265 a zplsol imobkilizece a biokataly-
zatory s témito aktivitami na hazi bundgé-
nych agregdti vzniklych pomoci reaktivnich

ve vodé rozpustnych polymerii v &s. au-
torském csvédéeni C. 231 453
Zminéné literdrni a natoniové #Adaje ved-

ly k vypracovani riznych imabilizovansch
hiokatalyzétorft bud wna hézi ]II]Oblh/O\“
nych enzymi "vlukozaomdwy a kataldz:
bo na bazi imobilizovanych bundk s tum;-
to enzymovymi aktivitemi, s cilems enzymo-
vé pfemény D-glukizy na D-glukondt. Nic-
méné tyto biokatalvzdtory bud vvkazovaly
nizkou specifickou aktivilya, neho wvykazo-
valy vysokou specifickou aktivitu s vysc-
kym stupném stabilizace t&chtc enzymovych
aktivit, sv8ak z hlediska pritmvslového vy-
uZit{ docsahované opera¢ni polo&asy nednvo-
luji redlny p¥edpoklad vyreby D-glukonédtu
zZ D-glukdzy.

Operatni polodasy téchic biokatulyzdto-
rit se pchybuji mezi 10 aZ 20 cyvkly opako-
vaného pouZiti téZe nédsady biokatalyzdtio-
ru, pritemZ se vzristajici potatetni kom-
centraci substrdtu (D-gluk6zy), klesdé ope-
radni polofas, nebot se generuje vyss
mnoZstvi peroxidu vodilu, ktery zlukdza-
oxiddzu nevratné inaktivuje, neni-li koimo-
bilizovan ohrovsky piebytek kataldzy.

Pfedméiné feleni s cilem piekeonani u-
vedenych komplikaci spodivd v tom, Ze o-
ba klifové enzymy, glukdzacxidaza a kata-
ldza, se vzdjemné koimobilizuii do vzdjem-
né kovalentn& proki#iZevé sit8 bez pouZiti
ve vodé nerozpustnych uosiéd spolu s bo-
néénymi frazmenty a peroxizémy produké-
nich mikroorganismfii v takovém poméru a
v takové formé, aby vznikajici peroxid vo-
diku byl in situ, bez difiizni hariéry a na
kterémkoliv misté d&astice hiokatalyzatoru
{na povrchu i bliZe ke stfedu d&éstice) i-
hned pfeméiiovdn na vedu a molekuldrni
kyslik, p¥i pripadné a soufasné koimobili-
zaci dalfich enzymfl, zejména iuvertdazy =a
rlukozaizomerédzy, v takovém poméru a tak,
aby vznikly smésny biokatalyzdtor mohl byt
vyuZit nejen pro piipravu D-glukondtu z D-
-glukozy, ale i D-glukondtu vedle D-fruk-
tézy ze sachardzy, resp. D-clukozy.

Predmétny vynélez se tykd smésného i-
mabilizovaného hunééného a enzymového
biokatalyzédtoru k prfeméné D-glukbézy na D-
glukonéat a k pfemé&né sachardzy na D-glu-
konét a D-fruktézu podle &s. autorského o-

.0 ktery je pFipraviteluy z
] vc nelo autolyzovanych smé
sI Lwids produkéaich mikroorzanismf ne-
bo dAesin’e rmanvch nebo antolyzovanych
rostilanycit nebo Zivotinych tkédni, obsa-
hujicich enzymy glukozaoxiddzu, kataldzu
a popf. invertdzu a/nebo glukézaizomerazu,
nebs celé builky a/nebo podbundné &asti-
ce, zejména perovizoémy a bunétné stdny rie-
s-atuci nékteré z téchto enzymovych aktivit,
nebo tyto enzymy rozpustné, technické, ne-
ho do rdzného stupné d&istoty izolovanéd z
riiznych biclogickych zdrojl, zejména z
produknich bundk mikroorganismi, jejich
zprecovdnim s vodnym roztokem glutaral-
debhvdu a/nebo polyethyleniminu nebo bil-
kovin mikrobidlniho, rostlinného nebo Zi-
voCidného plvodu a veduym roztokem glu-
taraldehydu, separaci a mechanickou ho-
o cenizaci vzailzlého produktu a jeho néa-
slcdnym suspendovdnim v ochlazenyeh or-
ganickych rozpoustédlech neomezend misi-
te’m ch s vor’ou opétovnoun separaci a su-
genim a kone&n¥ jeho promytim vodou ne-
o pofrem.

Predmeéiny vyndlez se rovnd% tyka zpfiso-.
bu vyrcby smésného bundtného a enzymo-
vého Dbiokatalyzdtoru, kiery spotivd v tom.
7Ze do unepPeirZitd michané reakéni smasi
Castic s2 po Gpravd pH v rozmezi hodno”
6,0 aZ &0, s vyhodou 6,5 aZ 7.5, piida vod-
ny reziok clutersldehydu v orozwmezi jeho
Loacentiraci 0,1 10 %o objem/objem, ne
bo vodn¥ roztok polyeihyleniminu nebo vod-
ny roztok bilkovin a nésledn& vodny roztok
glutaraldehydu, znovu se upravi pH reakéni
sindsi v rezmezi uvedenych hodunot a re-
ektni emés se nepPetrZitd michd po dobu
1 rZ % hodin nebo ponechd v klidu, nade
se Castice separuji, mechanicky homogeni-
zuji a ze michani oSet¥l ochlazenym aceto-
nem nebo ethanolem a/nebo jejich smdsmi
s veodou, znovu separuji a su3i po dobu 1
aZ 24 hodin pri teplot& 10 aZ 40 °C, poté
se hiokatalvzdtor suspenduje ve vod& nebo
v pufru, nékolikrdt dekantuje a promyije,
ponechid nabobinat a separuje. .

Méreni aktivity glukézaoxidédzy (dale jen
GOD)] bylo provddéno sledovdnim tbytku
kysliku z reskéni smési kyslikovym &lan-
kem na poCétku oxidace roztoku D-zlukdzy
v priibéhu nepfetrZitého michdni. Jedna
]edno ka GOD aktivity (U) je takové muoZ-
stvi enzymu, které odpovidd spot¥ebd jed-
neho pmolu kysliku za minutu v prostiedi
0,05 M citrdtového pulru o pH 5,8 pii tep-
loté 30 °C v podminkach reJ.kcm kinetiky
nultého Fédu.

Mgreni aktivity kataldzy (ddle jen KAT)
Lylo prevéadéno manganometrickou titraci
libytku peroxidu vedikn v priibéhu nepfe-
trZitého michani reakéni smési. Jedna jed-
notka KAT aktivity (U) je takové mnoZstvi
enzymu, které odpovidd hydrolyze jednoho
umolu HyOy za minutu v prostifedi 0,1 M
fosfatového pufru pH 7,1 pri teplotg 20 °C

az
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v podminkdch reakéni kinetiky nultého Fa-
du.

MsiFeni aktivity invertdzy (déle jen INV)
bylo provddéno kolorimetricky méfenim -
bytku absorbance Fehlingova ¢inidla po vy-
loudeni kysliéniku mé&dného pfi 680 nm za
pouZiti roztoku sacharbdzy jako subsirdtu
[neredukujici cukr). B&hem enzymové re-
akce byla reak&ni smés nepfetrZit®é miché-
na. Jedna jednotka INV aktivity (U] je ta-
kové mnoZstvi enzymu, které cdpovidd vy-
tvofeni jednocho umolu D-glukdzy za minu-
tu v prostfedi 0,05 M acetdtového pufru o
pH 4,6 pfi teploté 30 °C v podminkéch re-
ak&ni kinetiky nultého fadu.

MéFeni aktivity glukdézaizomerdzy (déle
jen GI) bylo provadéno kolorimetricky p:-
uZitim resorcinového ¢inidla s HCL, které
po zahfati s roztokem D-fruktbézy vytvari
barevny komplex, jehoZ absorbance se m#-
F1 p¥i 410 nm za pouZiti D-glukézy jako sub-
stratu. Jedna jednotka GI aktivity (U) je
takové mnoZstvi enzymu, které odpovida
vytvofeni jednoho ymolu D-fruktdzy za mi-
nutu v prost¥edi 0,2 M maledtového puiru
obsahujicim 0,02 M MgSO; a 0,001 M CoCl,
o pH 8,0 pFi teplotd 70 °C v podminkéch
reak&ni kinetiky nultého Fadu.

Specifickd aktivita vychozich enzymové
aktivnich materidli a imobilizovanych &4s-
tic smésného biokatalyzdtoru pak fe wvy-
jadFovdna v uvedenych jednotkdch GOD,
KAT, INV a GI, jejichZ pofet je vztaZen na
1 gram suché hmoty materidlu (U.g~! su-
ché hmoty]).

Koncentrace D-glukonétu byly stanoveny
izotachoforeticky. Jako vodiciho elektroly-
tu bylo pouZito 0,1 M roztoku kakodyldtu
sodného, terminalnim elektrolytem byla smés
0,1 M roztoku L-histidinu a 0,1 M L-histi-
dinhydrochloridu. Dé&leni probihalo pii 20
kV a 25 puA p¥i teplot® 18 °C, doba déleni
20 minut.

V dalSim je vyndlez doloZen v piikladech
provedeni, aniZ by se jimi omezoval.

priklady provedent
P¥iklad 1

Produkéni mikrorganismus Aspergillus
foetidus var. pallidus AN 166, ktery byl zis-
kdn podle ¢&s. autorského osvédéeni &.
247 531, a ktery byl submersnd kultivovén
ve fermenta&nim tanku v Zivné pQdé& a zpt-
sobem podle &s. autorského osvéddéeni &.
259 439, byl po 45 hodindch kultivace se-
parovan na vakuové filtradni bubnevé od-
stfedivce.

5 kg vlhké hmoty odstfed&nych pelet A.
foetidus (1 kg suché hmoty) obsahujici
184,2 U.g~! GOD a 2,88 U.g~! KAT bylo
suspendovédno v 5 litrech destilované vody
a suspenze pelet byla desintegrovdna jedno-
rdzovym prichodem 3térbinovym desinte-
gratorem Manton-Gaulin p¥i tlaku 40 MPa.

Byla ziskédna voluminézni desintegrovand
suspenze produkéniho mikroorganismu ob-
sahujici 660 U.g~* GOD a 8,7 U.g~! KAT.

Produkéni mikrorganismus Candida tro-
picalis, ktery byl submersn& kultivovan ve
fermentaénim tanku v Zivné pfiidé obsahuji-
ci minerdlni soli, kukufiény extrakt a jako
zdroj uhliku 1 % objem/objem smdsi n-al-
kand o sloZeni: 23,9 % n-dekanu, 46,8 % n-
-undekanu, 26,3 % n-dodekanu a 3 % o-
-tridekanu, byl pc 16 hodinadch kultivace
separovén odstfed&nim.

5 kg vlhké hmoty odstfed&nych kvasinek
C. tropicalis (1,25 k3 suché hmoty) obsa-
huffci 350 U.g~t KAT byle suspendovédno
v 5 litrech destilované vedy a vychlazenéd
bunéénd suspenze byla desintegrovédna bal-
lotinou na zafizeni Dyno Mill po &éstech
vZdy po dobu 20 minut. Byla ziskdna desin-
tegrovand suspenze produk&niho mikroor-
ganismu, obsahujici 700 U.g~! KAT.

Obé& desintegrované suspenze byly smi-
chdny v objemovém pceméru 1 : 1 a pfeve-
deny do nerezového michaného kotle, v kte-
rém bylo pfedem pFedloZeno 20 liru re-
aktivniho ve vodé& rozpustného polymeru RRP,
vzniklého reakci kationaktivnich flokulan-
ti obsahujicich frakci polyethyleniminu a
glutaraldehydu podle &s. autorského osvéd-
¢eni ¢. 231 656. Vzniklo 40 litrt reak&ni smé-
si, v které bylo v pribéhu nepretrZitého
michdni upraveno pH 20 % hmota/objem
roztokem NaOH na hodnotu 7,0, reak&ni
smé&s byla jednu hodinu nepretrZité michéa-
na a poté bylo pf¥iddno pomalu a postupné
3,2 litru 25% vodného roztoku glutaral-
dehydu. Po pfidani roztoku sifovadla bylo

© opét za miché&ni upraveno pH uvedenym

roztckem NaOH opét na hodnotu 7,0, reaké-
ni smés 2 hodiny pomalu michdna a poté
ponechédna 1 hodinu v klidu.

Po uvedené dob& reakce byla suspenze
voluminéznich ¢é&stic vedena na vakuovou
bubnovou filtraéni odstfedivku (buben pfe-
kryt kalolisovou plachetkou) a &4stice od-
stfed&ny. Vihky kold¢ byl mechanicky ho-
mogenizovdn na kuchyiiském rcbotu na
strouhanou housku, pfi€emZ zafizeni bylo
opatfeno streuhacim kovovym bubnem o
velikosti Fezn¢ch otvord 0,5 aZz 1,0 mm.
Vzniklé vlhké nastrouhané granule byly
zvdZeny a bylo ziskdno 12 kz vlhké hmoty
materialu.

V rozmichacim nerezovém kotliku opatie-
ném duplikdtorem chlazenym solankou a
rychlob&Znym vrtulovym michadlem, bylo
predloZene 70 litr@ acetonu, ktery byl pod-
chlazen na —5 °C a dale podchlazen vnése-
nim suchého ledu na teplotu —20 °C. Do
vychlazeného acetonu bylo za michéani (700
otadek . min.~t) vsypano 12 kg vlhké hmo-
ty granulovaného materidlu a suspenze in-
‘tenzivné michdna po dobu maximédiné 5 mi-
nut. Poté byla suspenze &dstic rychle a
ostfe odséta na-nuéi, z E4stic prebytedny a-
ceton na nuli vymatkan a Castice uloZeny
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