CESKOSLOVENSKA 1
socausncxsl POPIS VYNALEZU | 249325
REPUBLIKA ' ai p
(19) - - H ) BS3)
K AUTORSKEMU OSVEDCENI
(61) Autorské osv&d&eni je z4vislé na autorském 4
osvéaZent &, 231458 (51) lnt. CL.
(22) P¥ihl&Zeno 03 04 84 C 12 N 11/02
(21) PV 2578-84
(40) zvefejn&no 14 08 86
URAD PRO VYNALEZY (45)  vydsno 15 01 88
A OBIEVY
(75) VOJTISEK VLADIMIR RNDr. CSc., PRAHA, KLECZEK PAVEL RNDr., ONDREJOV,
Autor vynglesu * KRUMPHANZL VLADIMIR prof. ing. DrSc., JARY JIRI prof. ing. DrSc.,

POTACOVA MILOSLAVA, FASSATIOVA LIBUSE RNDr.,
KOVARIK ANTONIN ing. CSc., PRAHA
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ReSeni se tyk4 zpisobu zpevhovéni a sta-
bilizace %4stic biokatalyzitoru pro enzymo-
vou inverzi sachardzy, pYripravengch podle
autorského osv&d¥eni &. 231458, p¥i kterém
se vodny roztok sachardzy a jejich tech-
nickgch forem a meziprodukti jeji vyroby
uvddi ve styk s &4sticemi biokatalyzdtoru.
Podstata Fefeni spo&ivd v tom, Ze do micha-
né smé&si &4&stic biokatalyzdtoru na bézi
kvasinkovych bun&k obsahujf{cich enzym in-
vertdzu, se po upravé pH v rozmezi hodnot
6,0 a¥ 8,0 pfidd bud vodny roztok glutaral-
dehydu, a/nebo vodny roztok technické nebo
&isté bilkoviny Zivo&i¥ného, rostlinného
nebo mikrobidlnfho ptivodu, s vyhodou tech-
nickd vaje&nd bilkovina, a/nebo dezintegro-
vand nebo autolyzovand suspenze produkénich
bun&k obsahujfcich vedle jingch rozpustnych
bilkovin i enzym invertdzu, potom se nepre-
tr¥it& michani reak&nf smé&s je¥t& popfipadé
dosf{tf dal3f{m p¥idavkem glutaraldehydu, sta-
bilizované Zdstice se od reak&ni kapaliny
odd&1f filtraci, suspenduji za intenz{vnfho
michidni v ledovém acetonu, filtraci znovu
0ddéli a sudf po homogenizaci volné& na
vzduchu p¥i teplot& mistnosti 1 aZ 24 hodin,
potom se &4stice suspenduji ve studené
vod&, n&kolikrat vodou dekantuji a pone-
chaji bobtnat ve vod& nebo v _pufru pfi
teplotdch v rozmezi 5 aZ 20 c.
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Vyndlez se tykd zplsobu zpeviovdn{ a stabilizace &4stic biokatalyzétoru p¥ipraveného
podle 2z&kladnfho autorského osvé&deni &, 231 458 a stabilizace enzymu -p~fruktofurano-
siddzy (invertdzy, EC 3.2.1.26) v t&chto &asticich, které slouZi k enzymové inverzi
&isté sachardzy, jejich technickych forem a meziproduktd jeji vyroby na smé&s p¥isludnych
monosacharidt, glubzy a fruktdzy, resp. glukdzafruktdzovy sirup.

Vvzniklé produkty enzymové inverze vytvofené jednordzovym, mnohondsobnym opakovanym
nebo kontinud&lnim stykem té&chto zpevn&nych a stabilizovanych &dstic s vodnymi roztoky
tisté sachardzy (tzv. rafinddy), jejich technickych forem nap¥. tzv. afiniddy (co¥ je suro-
vy, od matednych louhl nepromyty cukr), kléru (siln& viskézni zahu¥té&ny roztok surového
cukru o jeho koncentraci 60 aZ 70 hmotnostnich procent) a meziproduktl jeji vyroby,
zejména melasy a té&%ko cukrové 5E4vy, lze bud pouift p¥imo, nap¥. v potrayinéfském pra-
myslu jako glukézafruktdzovy sirup, ktery mé& vy%3{ stupen sladivosti neZ sachardza, nebo
lze izolacf a dalSim ¢i¥té&nim rozdé&lit oba monosacharidy a p¥ipravit tak &istou, nebo
technickou glukézu a fruktdzu.

Ziskané &isté nebo technické monosacharidy lze pak poufit v rlznych odvétvich ndrod-
niho hospoddf¥stvi napf. ve farmaceutickém primyslu nebo je vyuZit jako substrdty pro
dals{ enzymové p¥em&ny, nap¥. lze glukdzu jako substrdtu pou?it pro enzymovou p¥eménu
na D-glukonovou kyselinu.

Pro tyto u&ely se v prlimyslové praxi, p¥edeviim v potravind¥ském a cukrovarnickém
primyslu, v primyslu vyroby cukrovinek, limon&d a rdznych dal¥ich ndpojl, pouzivd jedno-
rdzovd aplikace rozpustného enzymu - invertdzy, izolované z rdznych bun&k mikroorganismd.
Zdrojem enzymu jsou p¥edevSim kvasinky. V Ceskoslovensku se tento enzym dosud nevyrébi
a pro tyto dlely, tj. pro Glely piipravy tzv. invertniho cukru se enzymovy preparit dovi-
2{ ze zahrani&f. Sacharbzu lze také %t&pit neenzymaticky bud fyzik&ln& chemicky tzv.
finskou technologif na iontom&nni&ich za vysokych teplot za soudasné izolace obou mono-
sacharidd, nebo chemicky, kyselou hydrolyzou.

Uvedené zpisoby maji v3ak své ekonomické a jiné limity. V p¥ipad& jednorizové apli-
kace rozpustné invertdzy je limitem cena a dovoz enzymového prapardtu, v p¥ipad® fyzikdln&
chemické technologie je limitem v§choz{ koncentrace a kvalita sachardzy (35 % hmota/objem
roztok) , niroky na energii (&t&penf na sloupcifch iontom&ni&t p¥i 80 °C), kvalita a cena
iontoméni&d a jejich regenerace. V pfipadé chemického ¥tdpeni sachardzy je limitem vysok&
spot¥eba minerdlnfch kyselin, koroze aparatury a pfedeviZim Spatné organoleptické a vizudl~
n{ vlastnosti ziskaného glukézafruktdzového sirupu (hoFkost a barevnost).

V posledni dob& se projevuji tendence o jednor&zovou aplikaci ¥ivych nativnich bun&k
pivovarskych nebo peka¥skych kvasinek, obsahujfcfch invertdzu, k enzymové inverzi koncentro-'
vanych roztokd sachardzy a jejich technickych forem, predevi&im surového cukru a kléru.
Enzymovd hydrolyza se provdd{ jednordzové& vmichdnim celych Zivych nebo parcidln& autoly-
zovanych, resp. desintegrovanych bunék kvasinek, do koncentrovanych roztokd cukru za sou-
Sasného michdni a zah¥&tf na teploty kolem 80 °c.

Limitem této technologie je dovoz kvasni¥né biomasy z pivovaril, resp. drod&ren na
misto aplikace, dostupnost biomasy v pot¥ebném mnoZstvi po celou dobu vyroby, jeji pro-
ménlivd kvalita, zdkaly v ziskanych produktech a kone&né& sekunddrni kontaminace kvasni&né
biomasy pramenic{ hlavn& z pfevozu, skladovdnf a manipulace.

Vzhledem k proménlivé kvalité biomasy, hlavn& obsahu enzymu v bunk&ch, kolfsd i
stupefi inverze v ziskanych produktech mezi 60 a% 85 %. V nespoledni ¥ad& ztstdvajf ve
findlnich produktech obsaZeny i ur&ité bun&Zné podfly (bilkoviny, nukleové kyseliny, lipidy),
&{mZ je zvySeno hygienické riziko.
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Jistym pokrokem v oblasti modernich sm&rd biotechnologie je aplikace imobilizované
invertdzy, nebo imobilizovanych bunék s invertdzovou aktivitou, kterd na rozdil od jedno-
rdzovych aplikaci umoZfuje vyuZiti &&stic imobilizovanych biokatalyz4torl mnohonédsobn&
opakované ve vsddkovych michangych reaktorech nebo kontinudln& v reaktorech se vznosnym
nebo pevnym loZem nebo v michanych kontinu&lnich reaktorech, &i{mZ se zna&né sni?uj{ ndroky
na pracnost, spot¥ebu energie a kvalita konverzni sm&si je vysokd, nebot &4stice katalyzdtord
jsou nerozpustné, snadno separovatelné a nep¥echdzeji{ do findlnich potravind¥skych produkti.

V patentové literatu¥e byly jif pops&ny urdité zplsoby imobilizace enzymil, mimo jiné
i invertdzy. Jednd se predeviim o &s. autorské osv&dfenf &. 214 096, kde je popséno vy-
u¥itf{ mikroporéznich &4stic erganickych polymerlt sorpci a ndsledné kovglentn{ vazby enzymi
pomoci sorbovanych sifovacich &inidel, zejména glutaraldehydu nebo sorpc{ roztokld rdznych
enzymd v&etnd invertdzy na d4stice polymernich sorbentl a ndsledujiciho kovalentniho
zesiténi sorbovanych enzymi glutaraldehydem.

V &s. autorském osv&dfeni &. 209 743 je popsan zplisob vyroby imobilizovanych enzymi
vdetné invertdzy na mikroporézni organické polymerni sorbenty na bézi poly-6-kaprolaktamu
a polykondenzédtd melaninu s formaldehydem a mo&oviny s forrialdehydem, p¥iemZ princip
imobilizace enzymi spo&ivd v p¥edchozi chemické reakci &4stic téchto syntetickych amino-
polymerd s volnym glutaraldehydem, ze soufasné chemické aktivace t&chto &dstic, vymyt{
nadbytku sifovadla a nésledujfc{ kovalentni vazby enzymi prostfednictvim chemicky aktiv-
nich aldehydickych skupin, za tvorby Schiffovych biz{ mezi enzymovou bflkovinou a &&sticemi
uvedenych a popsanym zpisobem aktivovanych sorbentt.

Uvedené postupy viak vyZaduji izolované technické nebo &isté enzymy, tedy i invertdzu,
co? zvyéuje ndklady na vyrobu a aplikaci téchto katalyzdtori. Podstatné& ekonomilt&js{
postupy imoptlizacqg jsou ty, které nevyfadujf izolovangch enzymi, tedy postupy vyuZfvajfci
imobilizovanych bun&k s poZadovanou enzymovou aktivitou. Fyzik&lnf imobilizaci kvasinek
s invertdzovou aktivitou popsali napf. Toda a Shoda (Biotechnol. Bioeng., 17, 481, 1975}

a D” Souza a Nadkarni (Hindustan Antibiotics Bull., 20, 68 1978). V prvém p¥ipad& se jednd

o zabudovdni bundk do agarovych pelet, v druhém p¥ipadé o zabudovdn{ bun&€k do sit& vznikaji-
ciho polymeru kopolymeraci akrylamidu s N,N”-metylendiakrylamidem, za tvorby dobf¥e
sedimentujicich &4stic katalyzdtord.

P¥i opakovaném pouZiti fyzik41ln& zabudovanych bundk vSak dochdz{ k vyplavovani bunék
z &&stic, a tim k poklesu specifické aktivity a enzymové G&€innosti, nebot poufité p#irodni
&i syntetické polymery tvoff velmi m&kké pelety.

Jistym pokrokem v technologii enzymov§ch transformaci je nap¥. postup popsany v
v &s. autorském osvdd®eni &. (PV 9573-82), ktery spolivd v chemické aktivaci plivodn& che-
micky inertnich &4stic syntetickych mikroporéznich polymerd &s. provenience, reaktivnimi
ve vod® rozpustnymi polymery a nésledné kovalentn{ vazby mikrobidlnich bunék, rostlin~
ngch bundk a enzymd na aktivované &4istice. V citovaném autorském osv@dieni je popsén
i zplisob imobilizace celych neporuSenych bundk kvasinek s invertdzovou aktivitou a izolo-
vané invertdzy na Zdstice pf¥edem chemicky aktivovanych organickgch a anorganickych ve vod&
nerozpustnych nosi&d.

Tento postup pfi pouiiti izolovaného enzymu poskytuje velmi dobré vy¢sledky, p¥i
imobilizaci celych bun&k vSak v{sledné prepardty majf{ relativné€ nizkou specifickou aktivitu.
Vv &s. autorském osv&d&eni &. 209 265 je popsdn zplisob vyroby vzdjemné chemicky vdzanych
mikrobidlnfch bun&k s rdznou enzymovou aktivitou, mimo jiné i kvasinek s invertdzovou akti-~
vitou. Tento zplsob imobilizace je vfhodn&j3{ ve srovndni s pFedchdzejicim, nebot nevy-
Yaduje 24dné ve vod® nerozpustné nosie. Postup spo&ivd v kovalentnim zasitdni individudlnich
bun&k glutaraldehydem, jejich ndsledné permeabiljzaci, nafef se individu4ln& zesiténé a
permeabilizované bufiky s riznymi enzymovymi aktivitami navzdjem kovalentn& imobilizuj{
za tvorby stabilnich bunéZnych agregdtl za specifickych podminek, zejména v odst¥edivém
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poli, filtrad¢nim tlakem a mraZenim reakén{ sm&si, Timto postupem lze ziskat stabilnf
pevné agregdty imobilizovanych bunék, avSak technologie vyroby vyZaduje specidlnich reakd-
nich podminek, z ¢ehoZ vyplyvaji zvySené ndroky na strojni a technologické vybaveni pro-

vozu.

Ve snaze po odstran&ni tohoto technologického limitu vyroby a vyuZit{ bun&&n§ch
katalyzdtorh v rlznych primyslovych odvé&tvich, byla vypracovdna podstatn& zjednodudend
a do zna&né miry univerzdln{ technologie vyroby rdznych imobilizovanych prokaryontnfch
a eukaryontnich buné&k, jejichZ &&stice obsahujif rdzné enzymy a jsou pouZitelné pro rizné
biotransformace, mimo jiné obsahujic{ i enzym invertdzu. Tyto postupy jsou p¥edmétem
&s. autorského osvé&d&eni &. 231 458.

Citovanym postupem, ktery spo&ivé na vzédjemné chemické imobilizaci rdzng¢ch bun&k ne-
soucich rQizné enzymy pomoci reaktivnich ve vodé& rozpustnych polymerd (ddle jen RRP),
lze vytvorit C&stice biokatalyzdtord nejen pouZitim techniky maraZen{ reak&ni sm&si, ale
i pouhym mich&nim suspendovanych bunék v reakdni smé&si za normd&lnich teplot, s vyhodou
pfi pokojové teploté. Vzniklé &4stice katalyzdtord maji sice vysokou enzymovou aktivitu
a dobré sedimentaéni vlastnosti, jsou vZak m&kké a mus{ se rdznym zpiisobem mechanicky zpev-
fovat bud pouZitim lepidel rozpu¥tdnych v organickych rozpoult&dlech nap¥. acetonu, nebo
postformac{ voluminéznich &4stic do formy granuli nebo vdledkl a jejich n&slednym

suSenim,

Prvni zpisob zpevhovéni mi za nisledek vytvofeni difizni bariéry pro substrét
a produkty do a z &&stic sniZenfm jejich porozity (parcidlnim zalepenim porl &4stic),
druhy zpisob vede k tvorb& velkych &&stic, F4dové 1 aZ 10 mm, &im¥ se odstran{ poddte&ni
vyhoda vysoké specifické aktivity plvodné& vzniklych men¥fch &4stic (zdvislost velikosti

¢4stice na specifickém povrchu).

Pokud nebyly k vyrobé katalyz4dtord podle &s. autorského osvéd&eni &. 231 458 po-
uZity jako vychozf materi4l zes{t&né a permeabilizované buiiky, tedy bylo-li poufito celgch
neporu$enych nativnich bunék, ziskané &4istice vykazovaly jak b&hem skladovdni, tak b&hem
opakovaného nebo kontinudlnfho pouZitf{ ni%¥{ stabilitu sledované enzymové aktivity, tedy
i aktivity invertézy. '

Tato skutednost je zplsobena tfm, Ze RRP v disledku jeho vysoké molekulové hmotnosti
nepenetruje do nativnich bun&k, coZ je vyhoda pro ndkteré enzymy obsafené v bunkich,
které jsou extrémné& citlivé k volnému nizkomolekuldrnimu sffovadlu, zejména glutaralde-
hydu. K enzymim, které nejsou extrémn& citlivé k jinak pom&rné& agresivnim @&inkim bifunk&-
nich sftovacich &inidel jako je nap¥. glutaraldehyd, pat¥{ i enzym invertiza.

Této skutednosti bylo jiZ vyuZito v minulosti, p¥i r@znych zpisobech imobilizace
enzymu a bundk s touto aktivitou v citovanych autorskych osv&d¥enich a tyto postupy jsou
souhrnné uvedeny v recentnim &ldnku o imobilizovanych bufikdch (Folia Microbiol., 28,

309 a% 340, 1983).

Nyni, bylo zjisté&no, Ze v z&vislosti na zplsobu vyroby imobilizovanych bun&k popsa-
ném v &s. autorském osvé&dZeni &. 231 458, lze chemickym v kombinaci s mechanickym zplsobem
zpeviiovat a stabilizovat &4stice biokatalyzdtoru s invertdzovou aktivitou, p¥ilem? ziskany
materidl je pouZitelny k enzymové inverzi sachardzy, jejich technickych forem a meziproduktd
jeji vyroby v primyslovém m&¥fitku.

Technologie zpeviiovdni a stabilizace &&stic podle pfedm&tného vyndlezu je jednoduchd,
nevyZaduje #&dnych ve vod& nerozpustnych nosi&d a pfedeviim nevyfaduje speci&ln{ technolo-
gické a strojni za¥fzeni{. K vyrob& katalyzdtoru, zpeviiovdni a stabilizaci &&stic je t¥eba
pouze michaci kotel a filtra¥ni vakuové za¥izent.
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VySe uvddéné nevyhody byly odstranény vypracovadnim zpisobu zpeviovdni a stabilizace
&4stic biokatalyz4toru, pfipravenych podle autorského osvéd&eni &. 231 458, pro enzymovou
inverzi sachardzy, p¥i které se vodny roztok sachardzy, jejfch technickych forem a mezipro-
duktd jeji vyroby, uvddi ve styk s &4sticemi biokatalyzédtoru, jeho% podstata spo&ivi
v tom, Ze se do nepf¥etriité michané sm&si &4&stic biokatalyzdtoru na bazi kvasinkovych buné&k
obsahujicich enzym invertdzu, vyhodné Saccharomyces cerevisiae nebo Saccharomyces uvarum,
pfidd po Gpravé pH na rozmez{ 6,0 aZ 8,0 vodny roztok glutaraldehydu a/nebo vodny roztok
nebo4suspenze technické nebo &isté bilkoviny Zivo&isSného, rostlinného a/nebo mikrobidlniho
puvodu, jako je vaje&nd bilkovina, desintegrované nebo autolyzované mikrobidlni buhky,
vyhodné bufiky poufitého produk&niho mikroorganismu, nadef se smds pop¥ipadé dosit{ daldim
p¥i{ddvkem glutaraldehydu, stabilizované &4stice se od reakéni kapaliny oddéli filtraci,
suspenduji za intenzivniho michdni v ledovém acetonu, naleZ se filtraci znovu oddél{ a
su$i po homogenizaci voln& na vzduchu p¥i teploté& mistnosti po dobu 1 aZ 24 hodin, poté
se suspenduji ve studené vodé, nékolikr&t se vodou dekantuji a nakonec se nechajf{ botnat
ve vodé nebo v pufru pri teplotdch v rozmezi 5 az 20 °c.

Timto zplisobem ziskané zpevné&né a stabilizované C4stice biokatalyzdtoru se uvedou
ve styk s vodnymi roztoky sachardzy, jejfch technickych forem, s v§hodou surové sachardzy
nebo kléru, a meziproduktd jeji vyroby, nebo mate&nych louhl, zejména melasy a t&Zké
cukrové ¥t4vy, a p¥i pH reakdénf smési 4,0 a% 5,0 se provad{ diskontinudlngt opakovand
nebo kontinudlni hydrolyza p¥i teplotdch 10 a% 80 %c, na&e# se po prob&hlé reakci z p¥efil-
trované kapaliny nebo sirupu, odd&lené od &4stic katalyz&toru popfipadd izoluji glukdza
a fruktdza nebo se oba ve sm&si nebo jeden z produktld podrobf G&inku jinych enzymd nebo
se ziskand smé&s obou monosacharidl pouZije pro potravind¥ské &€i jiné Glely.

C4stice biokatalyzdtoru, ziskané podle pf¥edmé&tného vyndlezu, jsou pevné, velmi rychle
sedimentujic{ dtvary nepravidelné velikosti a tvaru s vysokou stabilitou invertdzy, coZ
je dolo%eno v ndsledujicich p¥fkladech provedeni. Jejich pevnost, dobré sedimentadni
vlastnosti, snadnd a rychld separovatelnost z reakdni sm&si a vysok& specifickd aktivita
a G&innost enzymové konverze umoffiuje jejich mnohondsobné opakované nebo kontinudlni
vyuZzit{ v b&Znych typech reaktorl, p¥i vysokych inicidlnfch koncentracfich substrétu.

Jako vychozi enzymov& aktivni bun&¥ny materidl byly poufity komerd&ni pivovarské nebo
peka¥ské kvasinky. Zpisob zpeviovdni a stabilizace &&stic biokatalyzdtoru podle pfedm&tného
vyndlezu viak nevyluduje vyuZitfi jingch kmenl mikroorganismi obsahujfcich intraceluldrni
invertdzu, pop¥ipadé kment kvasinek a jinych mikroorganismi ziskanych nap¥. selekci
a nahromadovdnim &i genovou manipulac{ nebo jingm zpisobem Zlecht&ni.

K d&leni &4stic ziskaného biokatalyzdtoru bylo pouZito kovovych sit na sftovou ana-
1¢zu s velikosti ok 0,8; 0,5 a 0,315 mm, pFidemZ &&stice byly déleny plavenim na t&chto
sitech vodou. K vyhodnocenf aktivity &&stic bylo pouZito jednak enzymatické metody (gluko-
zooxidézovy test) pro stanovenf reakéni rychlosti p¥irdstkd koncentrace glukdzy podle
Jérgensena a Andersona (Anal. Biochem., 53, 141-145, 1973) spektrofotometricky. Referen&-
nimi metodami byla spektrofotometrickd metoda stanoveni p¥fruastku koncentracf redukujicich
cukrd podle Jani&ka (RukovE&E popravinéfské analyzy, str. 381, 1962, SNTL), p¥i vysokych
inicidlnich koncentracich sachardzy byla jednak koncentrace substrdtu na po&4tku hodnocena
refraktometricky a vdZkové (su$inou), jednak prib&h.a stupen enzymové inverze hodnocen

polarimetricky.

1 jednotka enzymové G&innosti invertdzy v Cdsticich biokatalyzé&toru je takové mnoZstvi
enzymu, které uvolni jeden mmol glukdzy v jednom mililitru ze jednu minutu za podminek
enzymové reak&nf konetiky nultého ¥4du, p¥i teploté& 30 ®c, inicidlni koncentraci sacharozy
0,25 M rozpustdné v 0,05 M acetdtovém pufru o pH 4,6 v michaném reaktoru. Specifickd

aktivita &4stic biokatalyzitoru m& rozmér mmol glukdzy . min~} . mg~! suché hmoty.
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Sedimenta&éni rychlost &4stic ned&lendho katalyzdtoru a rozdé€lenych frakci byla urdovédna
dobou za jakou sedimentuje 1 ml dané frakce katalyz&toru; rozmér ml . s-l. Specificky
odpor (R) byl vypo&itdn z doby, za kterou dané mnoZstvi substrdtu, pod danym tlakem, protede

uré¢itym sloupcem ¢dstic katalyzétoru,
= -2
R = p.S/v.d Pa.s.m

tlak substritu

prafez sloupce
- prutokovéd rychlost

o < u "
!

- vyska sloupce

Specificky odpor m&Fen pro vodu p¥i teplot& mistnosti. Velikost &4stic byla ur&ovéna
jednak optickym mikroskopem a vestavé&nym m&rnym okuldrem, jednak d&lenim na sitech.
Porozita &4stic byla hodnocena nep¥imo m&fenim reak&ni rychlosti v z&vislosti na koncentraci
substrdtu a také byla zji%fovdna rastrovacim elektronovym mikroskopem.

C4stice katalyzdtoru byly suspendovény (asi 0,5 kg/l litr) v 0,05 M acetdtovém pufru
pH 4,6, obsahujicim 0,1 % (hmota/objem) kyseliny sorbové a p¥echovdvany v polyetylenovych
lahvich se Sroubovym uzdvérem p¥i teplot® 5-10 °c. za té&chto podminek uchovévéni je
katalyzdtor stabilni 6 mé&sfclh aZ 1 rok, p¥ifem? kyselina sorbovA bréni rastu event.
sekunddrni kontaminace v prib&hu dlohodobého skladovdni. CAstice katalyzdtoru lze rovnéi
o¥et¥it 0,5 aZ 1,0 % formaldehydem, za \felem jeho sanitace, bez vyznamné ztrdty specifické

aktivity.

V dalSim je vyndlez blfZ%e objasné&n v p¥ikladech provedeni, ani% by se jimi omezoval.
P¥{klady provedeni
P¥fiklad 1

200 g vlhké hmoty kvasinek Saccharomyces uvarum s invertdzovou aktivitou bylo
suspendovdno v 500 ml reaktivniho ve vodé& rozpustného polymeru, ddle jen RRP, ziskaného
24 h pfedchoz{ polymeraci 4 % flokulantu obsahujfciho polyetylenimin (Sedipur CL-930 BASF,
NSR) a 2 % glutaraldehydu postupem podle &s. autorského osv&dfeni ¢. 231 458; pH suspenze
bylo upraveno 40 % roztokem NaOH na 7,0 a siln& viskézni suspenze obsahujic{ voluminézné
¢4stice agregovanych buné&k byla jednu hodinu nep¥etrZit& michdna. Poté bylo p¥iddno 28 ml
25% vodného roztoku glutaraldehydu a intenzfvn® michdno op&t jednu hodinu.

Po této dob& bylo za nep¥etrZitého michdni upraveno pH suspenze na 8,0 a &4stice
odsaty ptes textilni materidl (mlyn&¥sk& silonov& plachetka). Dob¥e odsaty a od piebytelné
reakéni smési vymalkany materidl byl suspendovdn v 500 ml &istého acetonu p¥edem vychlazeného
na ~20 °c, Castice byly pomoci{ rychlob&Zného michadla cca 3 min v ledovém acetonu mfchdny
a poté p¥es textilni £61ii, hrudky homogenizovdny a materidl ponechdn schnout 24 h voln&
na vzduchu p¥i teplot& mistnosti.

Poté byly vétS3i tvrdé hrudky mechanicky v hmo2di¥i rozmé&lnény, suchy materidl homo-
genizovdn a suspendovdn v 1 litru destilované vody. Po cca lhodinovém bobtndni byl
materidl 3kr&t dekantovdn vidy 1 litrem vody, poté 2krdt 1 litrem 0,05 M acetdtovym
pufrem pH 4,6 a v tomto pufru ponechdn bobtnat 24 hodin p¥i teploté 10 9C. Nabobtnalé
G4stice katalyzédtoru byla dobfe pfes textilnf materidl odsédty a zvéZeny. Bylo ziskéno
220 g vlhké hmoty zpevnénych a stabilizovanych &4stic biokatalyzdtoru o primé&rné distribuci
velikost 0,76 mm a specifické aktivité& 0,721 umol glukdzy . mj.rt-'1 . mg_l suché hmoty.

8 g vlhké hmoty katalyzdtoru bylo suspendovdno ve 45 ml 1 M roztoku sachardzy (ra-

findda), rozpusténé v acetdtovém pufru pH 4,6. Suspenze byla umist&na do Dewargovy temperované
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nadobky na 30 °C a ve zvolenych Casovych intervalech, v prib&hu nep¥etr¥itého michini
suspehze ocelovym vrtulovym michadlem o podtu ot&&ek 100 . min_l, sledovédn piiristek
koncentrace jednoho nebo obou monosacharidl analytickymi postupy popsanymi v popisu
p¥edmétného vyndlezu.

Bylo zji%t&no, e enzymovA inverze je kvantitativni (100 % teorie, tj. 360,4 mg
glukdzy a fruktozy . ml-l) za 90 min. Tento postup s touZe ndsadou biokatalyz&toru byl
opakovén celkem 20krdt vidy tak, Ze po skonleni reakce v kaZdém z cykld (po 90 min) byla
po kvantitativni sedimentaci &&stic vakuové odsdta reakni smés pasteurovou pipetou z
z horn{ C&sti reaktoru a &4stice op&t suspendovdny v Zerstvé ndsadé substrdtu za jinak
stejnych podminek a koncentrace sachardzy. Prum&rny stupdh enzymové inverze &inil 99,9 %

teorie/20 cykli opakovaného pouziti téZe ndsady biokatalyzétoru.

200 g vlhké hmoty zpevnénych a stabilizovangch %4stic biokatalyz&toru o primérné
distribuci velikosti 0,76 mm bylo ddle fyzik4ln& a biochemicky charakterizovino postupy
uvedenymi v popisu pfedm&€tného vyndlezu, zejména pokud jde o distribuci velikosti &&stic,
specifickou aktivitou jednotlivych velikostnich t¥{d, sedimenta®nf rychlost a specificky

odpor &dstic ve soupci.

Vysledky jsou uvedeny jak ndsleduje.

Frakce &4stic

Velikost &é&stic

MnoZstvi{ vlhké hmoty

zZastoupeni jednotl.

{mm) (9) velikostnich t¥id
(%)
A 0,8 103,3 51,5
B 0,8 - 0,5 57,5 28,8
c 0,5 - 0,315 15,3 7,7
D mens8i neZ 0,315 23,9 12,0

Frakce &4stic Sedimentadni Specificky odpor Specifickd aktivita
gastic ?thlOSt (Pa.s.m”?) (umol glukézy.mg-l)
a 4,0 19,69.10° 0,161
B 8,0 40,78.10° 0,473
(o4 9,6 - 3,565
D 21,7 289,02.10° 1,524

10 g ned&€lenych &dstic katalyzdtoru bylo suspendovdno ve 100 ml acetdtového pufru,

v kterém byla rozpu¥téna kyselina sorbové o koncentraci 0,1 %; pH pufru bylo 4,6. 2a podmi-

n&k skladovani uvedenych v popisu pfedmétného vyndlezu byla v jednotydennich Sasovych inter-

valech sledovdna specifickd aktivita &&stic. Po 192 dnech nepfetrZitého sledovani nebyl

zaznamendn pokles specifické aktivity &4stic.

P

>

r

{1 klad

2

5 kg vlhké hmoty nativnich bun&k Saccharomyces cerevisiae bylo suspendovdno v 10 litrech

destilované vody pomoci{ rychlob&Zného michadla a suspenze obsahujfci 0,5 g vlhké hmoty

bunék/ml byla vychlazena na 5 %c. poté byly bunky dezintegroviny &ty¥ndsobnym prichodem

$t&rbinovym mechanickym dezintegré&torem ﬁfi maximdlnim pFfetlaku 6.10
cykly dezintegrace byla suspenze vidy ochlazena na 10 a% 15 "C.

(o]

Pa. Mezi jednotlivymi
Stupen dezintegrace
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bun&k byl sledovdn jednak mikroskopicky, jednak celkovym mnoZstvim uvolné&ngych bflkovin

v supernatantu odst¥edéné suspenze.

Postupem podle ¢s, autorského osvédleni &. 231 458 bylo do dvou 35 litrovych nerezovych
fermentadnich tankd pfedlofeno a 15 litrd vody a do ka?dého z fermentord bylo vmichéno
750 g flokulantu obsahujfcim polyetylenimin (Sedipur CL-930) a po jeho rozpu¥té&n{ p¥idé-
no a 825 ml 46 % vodného roztoku glutaraldehydu. Vyslednd koncentrace obou rekrea&nich
slo%ek v kaZdém z fermentort &inila 5 % (hmota/objem) Sedipuru a 2,5 % {(objem/objem)
glutaraldehydu.

Polymerace probihala 24 hodin za nepfetrZitého michdni pfi teplot& 20 %. 10 kg vlhké
hmoty celych bundk S. cerevisiae bylo homogenizovdno v 10 litrech vody v polyetylenové
nddob& pomoci rychlob&iného michadla. Bun&®né& suspenze byla rozdé€lena na 2 stejné obje-
mové dfly a ka%dy z 411G nalit za zvySené intenzity michdni do roztoku RRP. Po homogenizaci
suspenze bylo upraveno pH z hodnoty 5,2 na 7,5 za intenzivnfho mf{chdnf 40 % roztokem

NaOH a michd&no 1 hodinu p#i po&tu otéd&ek 800.min_1.

V 15 litrech dezintegrované suspenze bundk, jeji% pfiprava byla popsdna v prvnim
odstavei, bylo rozpu¥t&no 374 g technické vajené bilkoviny. Celkovd koncentrace bilko-
vin v supernatantu po odst¥edéni &inila 50 mg.ml—l. Suspenze byla rozdélena na dva stejné
objemové dily a ka%dy z nich nalit do mfchané suspenze bun&k v RRP za soufasného intenziv=-
niho mich4ni. Po zhoustnuti siln& viskézni suspenze byla sniZena intenzita michdn{i a p¥i
cca 300 otd¥kdch.min” ! michdno 30 minut.

Poté byla intenzita michédnif op&t zvy$Sena a do kaZdého v nerezovych tancich bylo
p¥iddno 655 ml 46 % vodného roztoku glutaraldehydu. V¢slednd koncentrace volného sf{fovadla
&inila 1 % (objem/objem). Po intenzivnim rozmichdni suspenze bylo michd&ni p¥eruseno a reak&ni
smés byla ponechdna 30 min v klidu, poté mirné promich&ha a za michdn{ postupné &erpdna
na rota®n{ vakuovy filtr na kterém byla napnuta silonovd mlyn&fskd plachetka.

Filtrace &4stic probihala za vakua a vlhké a dob¥e odsaté &4stice byly krdjeny po
vrstvdch z povrchu plachetky z bubnu rota&niho filtru nastavenym nerezovym bfitem.
Celkem bylo po filtraci ziskdno 25,5 kg vlhké hmoty materidlu.

Uvedené mno¥stvi vlhké hmoty bylo rozd&leno na 25 4f{1l4 (& 1 kg) a kaZdy d{l byl
postupn& suspendovdn v 1,5 litru ledového acetonu v 5 litrové nddob& z plastické hmoty
pomoci rychlob&iného michadla opatfeného ocelovou vrtulf, cca 3 min intenzivn& michén
a poté pfes textilnf materidl (mlyn&¥skd plachetka) vakuov& na nuli rychle a ost¥e odsét
a bez promyti ponechdn sufit na tdcech z plastické hmoty 24 hodin p¥i teplot& mistnosti.
Popsanym zptsobem bylo postupné& zpracovdno vBech 25 hmotnostnfch df1d materidlu.

Po usuSeni byl materidl mechanicky homogenizovdn a zvdZen. Bylo ziskéno 6,045 kg
suché hmoty &4stic. Na sf{t& byla v suchém stavu odd&lena frakce, jeji% &dstice byly
v&tE{ neZ 2 mm (hrudky). Zbylé mnoZstv{ suché hmoty (5,5 kg) bylc suspendovdno ve 20 litrech
pitné vody v polyetylénové nddob& a n&kolikr&t 20 litry vody dekantovdno, vidy po kvanti-
tativni sedimentaci materi&lu. Materidl ponechdn bobtnat p¥es noc v komorové lednici
p¥i teploté 10 °c. '

Po nabobtndnf materidl pomoc{ rychlob&Zného michadla intenzivn& ve vodé michdn a vidy
po kvantitativni sedimentaci &&stic mnohondsobn& promyt pitnou vodou, p¥i slit{ horni
zakalené vrstvy a velmi jemnych podild &4stic. Dekantace probfhala tak dlouho, dokud
po intenzivnim mich&nfi nebyl v promyvaci vod& z&kal. Po kvantitativni dekantaci byl
materidl vakuové p¥es mlynd¥skou plachetku na nu€i dob¥e odsdt a zvadZen. Ziskané mnoZstvi
&inilo 7,5 kg vlhké hmoty. Toto mnoZstvi suspendovdno v 15 litrech 0,04 M acetdtového
pufru o pH 4,6, ktery obsahoval 0,1 % kyseliny sorbové a ponechdn do druhého dne p¥i
teploté 10 %c.
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Specifickd aktivita zpevnénych a stabilizovanych &astic biokatalyzdtoru &inila 0,450
0,450 pmol.mg.1 suché hmoty, prumérnd velikost &&stic &inila 0,363 mm. Se ziskanym kata-
lyz&torem bylo provedeno 20 opakovanych konverzi enzymové inverze 1,5 M roztoku sachardzy
(rafindda o koncentraci 51 $ hmota/objem) postupem popsanym v p¥ikladu 1 s tim rozdilem,
%e jeden cyklus enzymové inverze s toufe ndsadou katalyzdtoru trval 4 hodiny. Za uvedenych
podminek &inil prim&rny stupen konverze 96,8 % teorie/20 cyklh opakovaného pouZitf
zpe&nénfch a stabilizovanych &4stic. Specifick& aktivita katalyzdtoru se po jeho 20né-
sobném pouZit{ nezmé&nila.

PEfiklad 3

Se zpevn&nymi a stabilizovanymi &&sticemi biokatalyzdtoru, jehoZ zplsob p¥ipravy
a zdkladnf vlastnosti byly popsédny v p¥fkladu 2, byla provedena kontinudlni enzymové
inverze sachardzy (rafindda) t¥emi zpisoby. (A) konverze substrdtu v kolon& s pevnym
loZem biokatalyzitoru, (B) konverze substrdtu v koloné s michanym loZem biockatalyz&toru,
(C) konverze substrdtu v michaném jednostupfiovém kontinuélnim reaktoru.

(A) Sklen&n4d kolona o vnit¥nim primé&ru 16 mm a délce 20 cm byla naplnéna do vysky
19,5 cm 20 g &4stic vlhkého katalyz&toru. 0,5 M roztok sachardzy v acetdtovém pufru
PH 4,6 byl Serpdn na pevné loZe katalyzdtoru, vertik4ln& umisté&ncu kolonou smérem shora
dold, rychlosti 5 ml.h_l pfi teplot& mistnosti. Po p¥ibli%né& dvou vym&nich objemu kolony
(p¥ibli¥né za 17 hodin nepfetrfitého toku) &inil primdrny stupefi enzymové inverze na
vytoku z kolony 90 % teorie (162 mg.ml_1 redukujfcich cukrd). Reaktor byl v nepfetrzitém
chodu 140 hodin p¥i dosa%en{ nezm&né&ného stupné enzymové inverze.

(B) Stejné sklendnd kolona byla napln&na 18 g vihké hmoty katalyzdtoru a upevné&na
v horizontdlnf poloze na reciproky t¥epaci stroj o pol&tu kyvid 120.m‘1. Do jednoho konce
kolony byl Serpdn 1 M roztok sachardzy v acetdtovém pufru pH 4,6 rychlost{ 10 ml.h—1
a z druhého konce byla reak&n{ sm&s jim&na za nepfetrZitého michdni p¥i teplot& 28 °c.
Kolona byla v kontinudlnim chodu 24 hodin p¥i dosaZeni prim&rného stupné teoretické enzy-

mové inverze 98 %.

(C) 45 g vlhké hmoty &4stic katalyzdtoru bylo suspendovéno ve 450 ml 1 m roztoku
sachardzy v pufru a suspenze pomalu michéna pf¥i teplot& mistnosti. Po dosaZeni ustéleného
stavu, po dosa¥eni kvantitativni konverze, byl do michané nddoby rychlosti 166 ml.h"1
%erp&n 1 M roztok sachardzy a stejnou rychlosti, pomoc{ druhého erpadla, odsdvéna reaké&ni
smé&s. Aby nedochézelo k uniku (ods&véni) &&stic z reaktoru, byl odsdvac{ konec trubice
opat¥en polyamidavym sitkem a obalen mlyn&¥skou plachetkou. Za uvedenych podminek byl
jednostuphovy michany kontinudlnf reaktor v chodu 24 hodin p¥i-primérném dosaZen{ stupné
teoretické inverze 88,5 %.

P¥{fiklaa 4

Zpevnéné a stabilizované X4stice biokatalyzdtoru, jejichZ zptsob pfipravy byl po-
psén v pfikladu 2, byly pou%fity k enzymové inverzi tecnickych forem sacharézy, zejména
surového cukru (afin&dy) a kléru. Konverze t&chto forem sachardzy byly provddény ve
vsddkovém michaném reaktoru p¥i teploté& 40 %c, pH 4,6 (okyselenim vodnich roztokd tech-
nické sachardzy kyselinou octovou), koncentraci katalyzdtoru 15 objemovych % (150 g
vlhké hmoty &&stic + 850 ml roztoku resp. sirupu). Jedinou proménnou veliéinou byla
pol4te&ni koncentrace sachardzy v jejich rlznych technickych formdch. SuSinou a refrakto-
metricky stanoveni poféte&ni koncentrace cukru v nefedéném kléru ¢inila 66 g/100 ml,
tj. p¥ibliZ¥né& 1,9 M roztok sachardzy. Klér byl ¥edén okyselenou vodou. Surovy cukr rozpuftén

v okyselené vodé&. Vysledky jsou shrnuty jak nésleduje.
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Forma sachardzy klér afindda

konc. sachardzy 66 56,5 51,4 46,3 41,3 60 65
(hmot. %)

max. dosa¥feny stupen inverze 78 87,6 91,0 96,0 98,0 88,3 81,2
(% teorie)

reak&ni doba 4 4 3 3 3 4 4
(h)

PE{klad 5

Katalyz&torem, jeho% zpisob zpevn&ni a stabilizace byl popsén v p¥ikladu 2, bylo
provedeno 10 opakovanych cykld enzymové inverze né&fed&ného kléru, v kterém koncentrace
sachérézy byla 67 hmot. %. Konverze byly provedeny v michaném vsddkovém reaktoru pfi
teploté 60 % a pH 4,6 v Dewarové& nddobce zplisobem popsanym v p¥fkladu 1. Jedinym roz-
df{lem byl zpdsob manipulace s katalyzdtorem. Cdstice byly po kaZdém ukon&eném reak&nim
cyklu pfecezeny pfes mlynd¥skou plachetku a bez promyti ddny zp&t do reaktoru a prelity
opét Zerstvou ndsadou nefed&ného kléru. pH kléru pro kafdou opakovanou sddku bylo upra-
veno kyselinou octovou na hodnotu 4,6. Doba jednoho cyklu &inila standardn& 4 hodiny.
%za uvedenych podminek &inil primérny stupeh konverze 83,6 % teorie/10 opakovanych cykli
poufitf té%e ndsady katalyzdtoru. Specifickd aktivita &4stic se po jejich lOndsobném pouZitf
za uvedenych podminek nezm&nila.

’

PREDMET VYNALEZU

Zpﬁéob zpeviiovdni a stabilizace &&stic biokatalyzétoru pro enzymovou inverzi sachardzy,
ptipravenych podle autorského osvéd¥eni &, 231 458, p¥i které se vodny roztok sachardzy,
jejich technickych forem a meziproduktl jeji vyroby uvdd{ ve styk s &dsticemi biokata-
lyzdtoru, vyznadeny tim, %e se do nepfetrZit& michané sm&si &4stic biokatalyzdtoru na bézi
kvasinkovych bun&k obsahujicich enzym invertdzu, vyhodné& Saccharomyces cerevisiae nebo
Saccharomyces uvarum, p¥idd po dpravé pH na rozmezi 6,0 aZ 8,0 vodny roztok glutaraldehy-
du a/nebo vodny roztok nebo suspenze technické nebo &isté bilkoviny Zivo&iZ¥ného, rostlin-
ného a/nebo mikrobi&lnfho plivodu, jako je vaje&nd bilkovina, desintegrované nebo autoly-
zované bufiky, vyhodn& bunky poufitého produk&niho mikroorganismu, nale? se smé&s pop¥ipadé
dositf dalZim piidavkem glutaraldehydu, stabilizované &4stice se od reak&ni kapaliny od-
d&l{ filtrac{, suspenduji se za intenz{vnfho michdni v ledovém acetonu, filtracf se znovu
odd&lf a su¥f se po homogenizac{,volné na vzduchu p¥i teplot& mistnosti po dobu 1 aZ
24 hodin, potom se ZA&stice suspendujf ve studené vod&, n&kolikrdt se vodou dekantuji a
nechaji se bobtnat ve vodé nebo v pufru pfi teploté& v rozmezf 5 aZ 20 °c.
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