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(54) Zpiisob kontinudlni inverze sachardzy ‘

Vynélez se tykd zplsobu kontinudlni in-
verze sachar6zy za katalyzy g-D-fruktofu-
ranozidem fruktohydroldzy (déle invertdzy)
immobilizované na perlové celuléze s diet-
hylaminovymi skupinami. '

SouCasny stav pouZiti immobilizované in-
vertdzy charakterizuje nésledujici pFehled.
Immobilizace tohoto enzymu byla uskuted-

néna zapolymerovdnim v akrylamidu [M.

Kreen; A. Kestner, K. Kask: Tr. Tallin. Po-
litekh. Inst. 1973, 331, 117-30), vazbou enzy-
mu na kolagen néslednym zesitdnim gluta-
raldehydem (A. C. Olson, Ch. L. Cooney:
Immobilized Enzymes in Food and Micro-
bial Processes, Str. 157, Plenum Press,
1974). Invertdza je také enkaplsulovdna do
poréznich vldken z triacetatu celulézy. Ak-

tivita takto immobilizovaného enzymu byla .

1840 ukat. (K. Venkatasubramanian, W. R.
Vieth, F. R. Bernath: ,Enzyme Engineering®,
Plenum, New York, 1974, str. 439). VSechny
tyto metody immobilizace: chemickou ko-
valentni  vazbou, zachycenim v polymernt
siti (enkapsulace aj.) maji spolednou nevy-
hodu spocivajicif v jednodlelovém pouZiti
bez jednoduché regenerace nosice. _
Tyto nevyhody lze odstranit vazbou en-
zymu iontovou vazbou.na nosi¢ ionexového
typu. Tento zpilisob vazby enzymu byl po-

psdn v pfipadé aminoacylazy na DEAE-Sep- -

hadex A-25 (T. Tosa, T. Mori, N. Fuse, I.
Chibata: Biotechnol. Bioeng. 9, 603 /1967/).
Obdo_bné byla " glukézoisomerdza immobili-
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zovéna na DEAE-celuléze (C. Huitron, J. Li-
mon-Lason: Biotechnol. Bioeng. 20, 1377
/1978/}. :

Invertdza byla immobilizovana iontovou
vazbou na poréznim styren-divinylbenzeno-
vém kopolymeru s diethylaminomethylovy-
mi skupinami (Amberlite IRA 93, Rohm and
Haas, Philadelphia, USA; ]. Bourbaut, J. C.
Cheftel: Fr. Demande 2, 233, 334 /10. 1.
1975/). Aktivita takto immobilizované inver-
tazy byla v tomto p¥ipad& 1600 ukat.

Pfedmétem predloZeného vyndlezu je zpt-
sob kontinudlni inverze sachar6zy pomoci
invertdazy (g-D-fruktofuranozidfruktohydro-
lazy) vyznaCeny tim, Ye¢ se roztoky sacha-
rézy o koncentraci 10 aZ 65 % hmotnost-
nich a pH 3 aZ 6 p#i teplotd 20 a% 70°C
uvedou ve styk s invertdzou immobilizova-
nou iontovou vazbou s perlovou celulézou
obsahujici diethylaminové skupiny v Kon-
centraci 0,2 aZ 3,5 mmol/g a schopné rege-
nerace.

Zpisob podle vyndlezu je ddle vyznaden
tim, Ze se inverze prov4di invertdzou, immo-
bilizovanou perlovou celul6zou s diethyl-
aminovymi skupinami v Cl- nebo OH~ pf¥i
pH 3 aZ 6 p¥i teploté 0 aZ 50°C, v koncen-
traci 10 aZ 160 mg aktivni invertdzy/g sor-
bentu. .

Dal3im vyznakem vyndlezu je, ¥e se in-
verze provddi invertdzou immobilizovanou
perlovou celulézou s diethylaminovymi sku-
pinami po pfedchozim promyti uZ inaktivni



perlové celulézy 0,1 a% 1 M roztokem NaCl

a/nebo 0,1 aZ 1 M roztokem HCl a/nebo 0,1
a¥ 1 M roztokem NaOH. Kontinualizace re-
akce provedenim v priitofném tubuldrnim
nebo michaném reaktoru je p¥inosem z hle-
diska antomatizace a jednoduchosti prove-
deni.

Immobilizaci enzymu na nosit — perlo-
vou celulézu s diethylaminovymi skupina-
mi — lze provést z vodnych roztokit pki
pH 3 a% 6 nosiem v Cl- nebo OH™ formé
pri teplot® 0 aZ 50°C. Tento nosi¢ sorbuje
a¥ 160 mg/g aktivni invertdzy. NosiC enzy-
mu je dostate€né staly. Po 42 dnech provozu
nebyl pozorovan podstatny pokles v kon-
verzi (86 %) v pritofném uspofddéni. Dle
statistického vyhodnoceni dat bylo z]i8t8-
no, Ze polodas Zivotnosti immobilizace en-
zymu (doba, kdy aktivita poklesne na polo-
vinu vychozi hodnoty) je 215 dni.

Perlova celuléza s diethylaminovymi sku-
pinami mé také afinitu k nefistotdm obsa-
Yenym v roztocich sacharozy (betainfim
apod.). Pouhym pritokem se sniZi absor-
bance roztoku p¥i 250 nm na 50 % pivod-
ni hodnoty. Sorpci tchto nedistot se viak

nesniZuje enzymatickd aktivita inmobilizo-

vaného enzymu.
Vys$l udinek vyndlezu ve srovnéni se

soufasnym technickym stavem spocivé pfe-

_devdim ve vysoké aktivitd immobilizované
invertdzy a¥ 6100 ukat (= umol/min gJ,
dlouhodoba stalost {polofas Zivotnosti 215
dni) a zejména snadnd immobilizace enzy-
mu a regenerace nosice.

Jako nosife enzymu lze pouZit celulézovy
ionex napf. na bazi perlové celulozy s di-
ethylaminovymi skupinami pfipraveny po-
- dle &s. A. O. 193 202 [PV 962-77) a/neho
&s. A. 0. 195 205 (PV 1428-78) a/nebo &s.
‘A. 0. 199 420 (PV 1420-78).

" Pfedm#t vyndlezu charakterizuji nésledu-
jici pfiklady, kterymi se pfedmét vyndlezu
nijak neomezuje.

Piiklad 1

1 dfl odsédté perlové celulézy s 1-(N, N-di-
ethylamino} ethylovymi skupinami (2,0
mmeol/g; 8,209 g H,0) byl suspendovén v roz-
toku 0,5 dflu g-D-fruktofuranozid-fruktohyd-
rolazy v 10 dilech dest. vody. Sorbovéno
za obasného promichédni po dobu 47 ho-
din pF 4°C. Pak promyto 250 cm® dest. vo-

dy a 150 cm® roztoku sachar6zy o pH 4 a.

koncentraci 10 hmot. %.

100 dflf roztoku sacharézy o pH 4 a kon-
centraci 10 hmot. % bylo temperovéno na
teplotu 30°C v michané batice. o objemu
100 ml, pak p¥ridéno 0,380 g vihkého odecen-
trifugovaného vyse popsaného nosiée s im-
mobilizovanou invertdzou. Priib8h inverze
sachar6zy byl sledovdn ‘polarimetricky.
Rychlost reakce za téchto podminek byla
0,45 % min. Aktivita takto immobilizované
invertdzy byla za uvedenych podminek

3417 upkat (== umol/min g, vzta¥eno na g
suchého nosife). Vzhledem k tomu, Ze po-
u¥itd nativni invertdza mé aktivitu 37,5 ukat
(== umol/min mg, vztaZeno na mg enzymu],
obsahuje nosit 91 mg navézané aktivni in-
vertdzy na 1 g nosice.

Priklad 2

Nosi¢ s immobilizovanou invertdzou (1 dil}
byl promyt 100 dily 1 M HCI, 50 dily dest.
vody, 100 dfly 1 M NaOH a 100 dily dest.
vody; na timto zplisobem regenerovany no-
si¥ byla znovu sorbovédna invertdza za pod-
minek uvedenych v pfikladu 1. ’

0,153 dily takto regenerovaného a promy-
tého immobilizovaného enzymu bylo sus-
pendovdno ve 100 cm® roztoku sacharézy
o pH 5 (Britton-Robinsonéiv pufr) o. kon-
centraci 10 hmot. %. P¥i 20°C byla aktivi-
ta takto immobilizované invertdzy 3951 upkat,
coZ odpovidd 141 mg navézané invertazy
na 1 g nosice.

Piiklad 3 ,
Immobilizovand invertdza podle pfikladu 1

" v mnoZstvi 0,9 dilu byla umisténa do kolon-

ky s fritou. PFes tento immobilizovany en-
zym byl Serpén roztok sachar6zy o koncen-
traci 39 hmot. % s pH 5 rychlosti 0,18 ml/
/min. P¥i dob8 zdrZen{ (r) 5 minut byla do-

 saZena konverze 51,5 %, to odpovidd akti-

vitd 135 ykat a polofasu reakce 3,9 minut.

Piiklad 4

Iminobilizovand invertdza podle prikladu 1
méla p¥i pH 5 v roztoku sachar6zy o kon-
centraci 10 hmot. % p¥i 50°C aktivitu 6001
wkat. : ,

Piiklad 5

Perlova celuléza s 1-(N, N-diethyl)-2-hydro-
xypropylovymi skupinami (v koncentraci
0,85 mmol/g) a immobilizovanou invertdzou
postupem podle piikladu 1 . invertovala
v prittoéném uspofaddni v kolonce podle
piikladu 3 p¥i 25°C nepufrovany roztok sa-
charézy o koncentraci 10 hmot. % s kon-
verz! 86 % po dobu 43 dni. :

7 tschto tdaji vypotteny polofas Zivot-
nosti timto zpfisobem immobilizovaného en-
zymu je 215 dnf.

P¥iklad 6

Perlovéd celuléza s I-{N, N-diethyl}-2-hydro-
xypropylovymi skupinami (v koneentraci
2,02 mmal/g) a immobilizovanou invertdzou
postupem podle piikladu 1 invertovala
v priitodném uspo¥adani v kolonce dle pfi-
kladu 3 pfi 40°C nepufrovany roztok sa-
char6zy o koncentraci 84,6 hmot. %. PFi
priitoku 2,22 g roztoku _sachar6zy/minutu
&inil polotas reakce 92 minut.
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PREDMET VYNALEZU

1. Zplisob kontinualni inverze sachar6zy po-

moci invertézy (g-D-fruktofuranozid-fruk-
tohydroldzy} vyznaleny tim, Ze se rozto-
ky sacharézy o koncentraci 10 a¥ 65 %
hmotnostnich a pH 3 aZ 6 pfi teplotd 20
a¥ 70°C uvedou ve styk s invertdzou im-

mobilizovanou iontovou vazbou s perlo-

vou celuldzou obsahujici diethylaminové
skupiny v koncentraci 0,2 aZ 3,5 mmol/g
a schopné regenerace.

. Zpiisob kontinudln{ inverze sachar6zy po-
dle bodu 1, vyznadeny tim, Ze se inverze
provédi invertézou, immobilizovanou per-

lovou celulézou s diethylaminovymi sku-
pinami v Cl~ nebo OH~ form& p¥i pH 3
aZ 6 pii teploté 0 aZ 50 °C, v koncentraci
10 aZ 160 mg aktivni invertdzy/g sorben-
tu,

. Zpisob kontinudlnt inverze sachar6zy po--

dle bodu 1 a 2 vyznafeny tim, Ze se in-
verze provadi invertdzou immobilizovanou
perlovou celulézou s diethylaminovymi
skupinami po p¥edchozim promyti u¥ in-
aktivni’ perlové celul6zy 0,1 a¥ 1 M roz-
tokem NaCl a/nebo 0,1 a¥ 1 M roztokem
HCI a/nebo 0,1 aZ 1 M roztokem NaOH.
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