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(57) KIVONAT

A taldlmény értelmében vizoldhatatlan, keresztkoté-

ses, kristalyos izomer4z enzimet digy 4llitjék el5, hogy

(a) glutdraldehidet adnak a kristalyos gliikéz-izome-
raz-szuszpenziéhoz, amelyhez a glutdraldehid
hozz4ad4sa el6tt, vagy a térhalésitasi reakcié so-
rdn egy vagy tobb aminocsoportot tartalmazé ve-
gyiiletet (példaul amméniumsét vagy aminosavat)
adnak, majd

A leirds terjedelme: 10 oldal

(b) a reaktinsok maradékat vizzel kimossak a térhalé-
sitott kristalyokbol.

A taldlmény az igy kapott, térhélésitéssal vizoldha-
tatlanni tett enzimkészitmény alkalmazaséra is vonat-
kozik, fruktéz el@illitisdra glukéz izomerizaldsa t-
jan.
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A talalmany targya eljards 1j, vizben oldhatatlan kris-
télyos glitkéz-izomeraz elGallitaséra, kristalyos enzim
térhalositasaval, valamint eljards fruktéz eldallitisara
gliikdz izomerizéldsdval a furfi gliikéz-izomerdzzal.

Az immobilizalt — azaz szilard hordozéhoz kotott —
enzimek alkalmazasa folyamatosan miikodd reaktorok-
ban egyre inkdbb kedvelt médszer, mivel ezaltal mind
az enzimkoltségek, mind a végtermék tisztitdsabol adé-
dé koltségek csokkenthetdk. A glitkéz fruktozza alaki-
tésa immobilizalt gliik6z-izomerdz segitségével olyan
eljards, amelyben ezt a médszert altalanosan alkalmaz-
zak.

Az enzimek dltaldban vizoldhatok, igy a folyamatos
eljarasokban immobilizalasi médszerek alkalimazésara
sziikség van. Az enzimet olyan mddszerrel kell egy
szildrd fazishoz kotni, hogy az enzim vizes fazisban
oldhatatlan legyen, ugyanakkor enzimatikus aktivitisa
megmaradjon. Az enzimek szildrd hordozdékhoz vald
kotésére kulonféle eljarasokat hasznalnak, amikor is az
enzimet abszorbedljak, kovalensen kotik, térhaldsitjak
vagy mikrokapszuldzzadk. Az enzimet termelS teljes
mikoorganizmust is kothetik a szilard fazishoz. A fenti
modszereket Osszefoglaléan példaul a Moo-Young M.
(szerk.) Comprehensive Biotechnology 2, Pergamon
Press, London, 191-211. oldal (1985) irodalmi helyen
ismertetik.

Az ismert eljérisokban az enzimet egy kiilon el6al-
litott hordozéanyaghoz kotik, ami maga is el6nydsen
befolyasolhatja a szubsztrat kémiai kinetik4jat vagy
dramlési modjat. A hordozéanyag azonban a legtdbb
esetben dragébb, mint a katalizatorként mitkodé enzim,
kiiléndsen az ipari 1éptéki eljarasokban, példaul a cu-
koriparban alkalmazott eljardsokban. Az enzim dgy is
immobilizdlhaté, hogy inert komponenssel, példaul
zselatinnal térhél6sitjdk. Minden ismert médszernél
azonban a katalizatorként mikods enzim az egyes elja-
rasokban alkalmazott anyagnak csak egy részét, altala-
ban 5, rendszerint 1-2 tomeg- vagy térfogat%-at képe-
zi.

Médszerét tekintve a glutdraldehiddel vald térhdls-
sitds nagy jelentdségi, példiul a glikkéz-izomeraz im-
mobilizdlasara. Ismeretes, hogy a glutéraldehid haszni-
lata megengedett az élelmiszer-ipari eljardsokban al-
kalmazott enzimek immobilizéldsara.

Az egyéb alkalmazhaté eljarasok kozil megemlit-
hetjik az ioncseréldkhoz vald kotést és a szilard hordo-
z6ban valé abszorbedlast (példdul 4699882 szdmu
amerikal egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi leirds,
amelynek cime: Stabilizalt gliikéz-izomerdz, feltaldléja
Visuri, K.). Azonban a fenti ismert eljardsban hasznalt
hordozdanyag meglehetdsen dréga, és az eljarashoz
nagyméretd reaktor kell.

Az immobiliz4lt enzimek ipari alkalmazdsa olyan
koltségekkel jar, amelyek nem szikségszerfien az al-
kalmazott enzimmel kapcsolatosak; ide tartoznak a be-
rendezés konstrualasdval kapcsolatos koltségek, a hor-
dozdanyag beszerzési (ljrabeszerzési) koltségei, a re-
aktorok kiiiritésével és betdltésével jaré munka koltsé-
gei (vagy a hordozé regeneralasi koltsége), és a reakto-
rok lassti mitkodésébsl ad6dé masodlagos koltségek. A
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hosszi retencids idok miatt gyakran végbemennek nem
enzimatikus, nemkivanatos meliékreakciok is, kiilono-
sen a fruktdz eldallitdsa sordn.

A szakirodalomban taldlhaté néhdny példa kris-
Ezekben a tanulmanyokban a kristélyos enzim kereszt-
kotését alapkutatdsi célbdl hoztdk létre. Az enzimkris-
talyok szerkezete gyakran olyan gyenge, hogy a kris-
talyok nem ellendllok rontgendiffrakcids vizsgalatok-
ban a sugirzassal szemben; azonban glutraldehiddel
térhaldsitva a fenti célra ltaldban stabilizalhaték. Az
enzimkristdlyok keresztkotését stabilitdsi és katalizis
kinetikai vizsgélatok céljabdl is végezhetik. Azokban
az esetekben, amikor a kristalyok keresztkotése sikeres
volt, csak glutdraldehidet hasznéltak, és a kozeg olyan
oldat volt, amelyben minden egyes enzim kristalyos
formaban maradt. Ugy tdnik, hogy az oldhatatlan kris-
taly kozvetleniil a glutdraldehid és az enzimprotein
kozotti reakcidban keletkezik. Quiocho és Richards
[Proc. Natl. Acad. Sci. USA 52, 833 (1964), és Bioche-
mistry 5, 4062 (1966)] voltak az elsdk, akik a glutdral-
dehidet karboxipeptiddzok keresztkotésére hasznélték.
Bishop és Richards [J. Mol. Biol. 33, 415-421 (1968)]
kristdlyos B-laktoglobulint térhélésitottak glutraldehid
1%-0s vizes oldatival, szobahOmérsékleten. A kris-
tdlyokat 2z enzim elektromos tulajdonsigainak tanul-
ményozaséra hasznaltik. Haas [Biophys. I. 8, 549-555
(1968)] lizozimkristdlyokat térhdlésitott 4%-os natri-
um-nitrit-oldat (pH 8) jelenlétében, 12%-os glutaralde-
hid-koncentraci6 alkalmazésa mellett.

Dyer, Phillips és Towsend tanulményoztak a glutir-
aldehiddel térhalésitott kristalyos karboxipeptiddz ho-
stabilitdsat [Thermochimica Acta 8, 456-464 (1974)].
Azt tapasztaltdk, hogy a keresztkotés fokozott hdstabi-
litashoz vezet. Tuechsen és Ottesen nétrium-szulfat-ol-
datban glutaraldehiddel térhaldsitott kristilyos szubtili-
zin kinetikai tulajdonsigait tanulményoztak [Carlsberg
Res. Commun. 42, 407-420 (1977)]. Kismolekul4ji
szubsztratokkal a kristdlyok aktivitdsa igen nagy volt,
mig nagymolekuldji szubsztratokkal, példaul protei-
nekkel vagy polipeptidekkel (amelyek nem tudnak a
kristdlyokba diffundalini) az aktivitds elenyészd.

Wong és munkatdrsai ammoénium-szulfat-oldatban
glutaraldehiddel térhdlositottak mikrobaeredet savas
protedzt. Az ammonium-szulfat jelenlétét technikailag
hdtranyosnak talditdk {Biochem. and Biophys. Rese-
arch Communications 80, 886-890 (1978)].

Morozov és Morozova kristalyos lizozimet, hemo- -
globint és mioglobint térhélésitottak, 2-6%-os glutér-
aldehid-oldatot és 2-10 nap reakci6idt alkalmazva,
szobahOmérsékleten  [Biopolymers 20, 451-467
(1981)]. Lee és munkatdrsai alkohol-dehidrogendz
kristdlyokat térhaldsitottak glutéraldehiddel, 2-metil-
2,4-pentandiol (25%) jelenlétében [Bioorganic Che-
mistry 14, 202-210 (1986)].

Ismeretes, hogy glutdraldehiddel gyakran nehéz old-
hatatlan enzimet eléallitani, kiilondsen akkor, ha a pro-
tein lizintartalma viszonylag alacsony. Ezt a problémat
gyakran: tgy kiiszobolik ki, hogy az enzimhez egy

~olyan proteint ~ példéul albumint — kevernek, amely
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térhalésithatd, és igy allitanak eld oldhatatlan formét
[Broun G. B.. Methods in Enzymology 44, 263
(1976)}. Azonban az ilyen idegen protein nem adhaté
az enzimhez akkor, ha a térhildsitandé enzim kris-
tilyos. Jelenleg nem ismeretes térhdldsitasi eljaras
azokban az esetekben, amikor csak glutdraldehiddel
nem lehetséges egy kristilyos enzimet keresztkotéssel
oldhatatlan forméva alakitani.

Amint azt mar emlitettiik, a gliik6z-izomeréz glutar-
aldehiddel valé immobilizéldsa ismert. Az izomerazt
ezaltal egy hordozéanyaghoz keresztkotik. Ilyen eljard-
sokat iparilag széles korben alkalmaznak. Azonban
nem ismeretes olyan eljiris, amelyben a glik6z-izo-
meréz kristalyokat térhélésitdssal alakitandk oldhatat-
lan formava.

Azt tapasztaltuk, hogy a kristélyos gliik6z-izomeraz-
ban 1étrehozhaték keresztkdtések gy, hogy az eredeti
kristdlyos allapot fennmarad, és az enzim aktivitisa
igen magas marad, a legjobb kiviteli médokkal az
enzim aktivitdsa azonos marad az eredeti enzimével. A
taldlmény szerinti eljardssal elGallitott termék egyetlen
olyan oldészerben sem old6dik, amely az enzim alkal-
mazésa sordn el6fordulhat, A térhélGsitott kristdlyos
enzimet 6nmagéban alkalmazhatjuk az izomeriz4cids
oszlop tolteteként, ipari izomeriz4ci6s eljirasban. Az 4j
keresztkotéses kristdlyos enzim segitségével folyama-
tos izomeriz4ciés eljirds val6sithaté meg sokkal kisebb
méretd oszlopokon és sokkal hatékonyabban, mint ko-
rébban. Szakember szdméra nyilvdnval6an elGnyos,
hogy a talélmény szerinti eljirds lehetGvé teszi, hogy
az oszlopot tiszta enzimmel toltsik meg, és nem inert
hordozéhoz ko6tott enzimmel, amely inert hordozé az
oszlop nagy részét elfoglalja, €s az eljardsi koltség
lényeges hényadét képezi.

A talalmény szerinti eljards értelmében a kristélyos
glitkkdz-izomerazt glutiraldehiddel és egy legalabb egy
aminocsoportot tartalmazé vegyiilettel — példaul egy
ammoéniumvegyiilettel vagy aminosavval, eldnydsen a
lizin egy ammoéniumséjaval — térhaldsitjuk, majd a
reakténsokat tobbszori vizes mosissal eltavolitjuk.

Szémos aminosav alkalmazhaté a talalmany szerinti
eljérdsban.

A taldlminy szerinti eljardssal elGillitott szilard,
kristalyos enzim aktivitdsa igen magas, vagy gyakorla-
tilag azonos a szabad enzimével. A szilard kristilyos
enzimet dnmagaban alkalmazhatjuk folyamatos eljaré-
sokban oszloptéltetként. A taldlmény szerinti eljarassal
elGéllitott anyag igen stabil és mechanikai igénybevé-
tellel szemben ellendllé.

Kivént esetben a térhélésitott kristdlyok fizikai-ké-
miai médszerekkel nagyobb testekké, példaul gomb
alak, lapszer(, szalagszeri vagy hasonl6 forméja tes-
tekké alakithat6. Az igy kapott enzimkészitmények kii-
lonféle mechanikai igénybevételekkel szemben ellen-
allok.

Szakemberek szdmdra kézenfekvd, hogy a talél-
miény szerinti térhal6sitdsi eljérds barmely kristalyos
enzim oldhatatlan formév4 alakitdséra alkalmas, amely
— 4ltaldban aminosav-0sszetétele miatt — korabban nem
volt alkalmas keresztkotések kialakitdsara.
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A talalmany szerinti eljarast részletesen az alabbiak-
ban ismertetjiik.

Kiinduldsi anyagként haszndlt kristdlyos gliikéz-izo-

merdz elddllitdsa

Széraz proteintartalma alapjan 1-10 tdmeg%-os glii-
kéz-izomerdz-oldatban kb. 10 témeg% amménium-
szulfatot oldunk. Az oldatot lassan, allandé keverés
mellett kb. 1-2 °C-ra hiitjitk, ekdzben az izomeraz 1é-
nyegében teljesen kristilyosodik (kristilyosodds mér-
téke nagyobb, mint 95%). Ammonium-szulfat helyett
példaul magnézium-szulfitot vagy nétrium-szulfatot is
hasznalhatunk kristilyositészerként. Az alkalmazott
sék koncentrécidja széles hatdrok kozott valtoztathatd,
példaul 5-25 tomeg% lehet. A kristilyositishoz sziik-
séges 1d0 is tig hatarok kozott véltozhat, példaul 1 6ra
és néhany nap kozott lehet. Nagy kristalyok el6allitdsa
érdekében eldnyds, ha fokozatos hiitést alkalmazunk,
és az izomerdznak a lehetd legtisztibbnak kell lennie.
A kristalyositdst a 4699882 szimu amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi leirds (Visuri) ismerteti.

A kristdlyosités befejeztével a kristilyos masszét
lilepitéssel vagy centrifugildssal vélasztjuk el az anya-
ligtél. Kivant esetben a kristdlyos masszit tiszta am-
monium-szulfat-, magnézium-szulfat-oldattal, vagy a
kristalyositéshoz hasznélt egyéb anyag oldatéval mos-
suk. A térhal6sitast olyan kristalyos masszéval végez-
ziik, amely nem tartalmaz szabad anyaldgot, és ame-
lyet dilepitéssel vagy centrifugéléssal tomoritettiink. Az
ilyen kristilyos massza aktivitisa jellemzGen
10000 GIU/g. Szirazanyag-tartalom meghatérozdsa
alapjin 20-30 tomeg% tiszta enzimproteint tartalmaz.
Megjegyezziikk, hogy az enzimkristilyok elvesztik
szerkezetiiket, ha kisz4radnak.

Térhdlositds

A kristdlyos masszit sdoldatban szuszpendaljuk vgy,
hogy abban a kristdlyok nem oldédnak. Az enzimkris-
talyok koncentracidja az oldatban széles hatarok kozott
véltozhat, példaul a szdrazanyag-tartalom alapjan 2-
17% lehet.

Abban az esetben, ha a séoldat eredetileg nem tartal-
maz ammoniumsét, az oldathoz ammoéniumsét, vagy
egy megfelelé aminosavat, példdul lizint adunk. Az
elegy pH-jat 5-9 pH-értékre, eldnydsen pH 6-8-ra 41-
litjuk be, példdul nétrium-hidroxid-oldattal. A pH-t
foszfatpufferrel, példdul 0,05 m6l/1 koncentrici6ji nét-
rium-foszfat-pufferrel, vagy ligoldattal (péld4ul nétri-
um-hidroxid-oldattal) végzett automatikus pH-bealli-
tdssal szabdlyozzuk. Az alkalmazott aminosav kon-
centrici6ja tig hatérok kozott valtozhat, az egyéb kom-
ponensek koncentrdci6jat6]l fiiggben. A taldlmany sze-
rinti eljards terméke magas hozammal keletkezik, ha az
aminosavat 1-15 tomeg% végkoncentréciéban tartal-
mazza az elegy. -

A térhaldsitasi reakcié meginditdsira ezutin az
elegyhez glutdraldehidet adunk. A glutaraldehid
mennyisége tig hatirok kozott véltoztathat6, a kris-
tdlyos enzim nedves tomegére vonatkoztatva 1 és
45 tdmeg% kozott, A glutdraldehid elonyds koncentra-
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ci6ja példaul az elegyben 1év§ amin koncentricidjatol
fugg. Altaldban a glutaraldehid koncentricidja eldnyo-
sen 3-4,5 g/3 g szaraz enzimnek megfelelS izomeréz.
A reakcid alatt az oldatot folyamatosan keverjik; a
reakcid-hdmérséklet 2 és 25 °C kozott véltozhat. Noha
a reakcié-h6mérséklet nem kritikus, eldnydsen ala-
csony hdmérsékleten dolgozunk. A reakcié igen gyor-
san, néhany perc alatt lejatszddik, kiilondsen magasabb
hémérsékleten. Alacsonyabb homérsékleten a reakcié
20 6rat is igénybevehet.

A reakcid lejatsz6dasa utan az oldhatatlan kristalyokat
iilepitéssel vagy centrifugalassal valasztjuk el az elegy-
b6l A kristalytomeget vizben vagy megfeleld séoldatban
szuszpendilva, majd tijracentrifugalva mossuk. A mosast
tobbszor megismételjiik, mig a kristdlyos massza megfe-
leld tisztasagii lesz ahhoz, hogy katalizatorként alkalmaz-
hassuk. A moséssal kapcsolatosan elény0s az is, ha a fi-
nomszemcsés csapadékot ledblitjik.

Ha a kapott kristalyos masszat enzimreakcidban ka-
talizatorként kivanjuk alkalmazni, nem tanicsos azt
kiszaritani. A nedves kristdlyos massza legalabb
hat hénapon keresztiil megtartja teljes aktivitdsat, min-
den kiilongsebb eldvigyazat nélkiil.

Végtermék jellemzése

A taldlmany szerinti eljarassal eldéllitott, #rhal6si-
tott kristdlyok a kiinduldsi anyagként hasznalt kris-
talyokhoz hasonl6ak megjelenésiiket €s méretiiket te-
kintve. A kristalyok mérete nem kritikus. Gyakorlati
szempontbdl kiilonosen megfeleldk a 100-200 mikro-
méter &tmérdjd, vagy ennél nagyobb kristdlyok, egé-
szen 1 mm-es &tmérdig.

A taldlmany szerinti eljérdssal el6allitott kristalyok
legfontosabb tulajdonséga, hogy vizben, s6oldatokban
és cukoroldatokban oldhatatlanok. Kiilonosen fontos,
hogy az izomeraz kristalyok még magasabb hdmérsék-
leten sem oldédnak tomény gliikéz- és fruktézoldat-
ban. Az ipari eljardsokban altalaban 60 °C-ot és 45 to-
meg% cukorkoncentraciét alkkalmaznak. A térhéldsitott
kristalyok ezen koriilmények kozott oldhatatianok, sét
még magasabb cukorkoncentricidk és magasabb hd-
mérsékletek (100 °C-ig) esetén is. A térhéldsitott kris-
talyok aktivitdsa az eredeti enzimével azonos nagysag-
rendd. Gyakorlati szempontbdl eldnyds és jelentds,
hogy aktivitdsuk tobbszorose az inert hordozéanyagon
immobilizalt enzimének.

Az enzim kristdlyos formaban valé térhalésitasanak
tovabbi eldnye, hogy az enzimet jelentds mértékben
olyan erdk stabilizaljak, amelyek a kristdlyban mikod-
nek, és a kristalyt természetes médon dsszetartjak.

A kiinduldsi anyag és végtermék jellemzésére hasz-

ndlt médszerek

Az izomeraz aktivitdsat nemzetkozi glikéz-izome-
raz-egységben hatérozzuk meg (roviditése: GIU), a
széraz enzimkészitmény 1 g-jara vonatkoztatva. 1 egy-
ség (GIU) azt az enzimmennyiséget jelenti, amely az
aldbbi koriilmények kozott 1 mikromél/perc sebesség-
gel képes a glik6zt fruktdzz4 alakitani: gliik6zkoncent-
rici6 2,0 moV/l, pH 7,0, homérséklet 60 °C.
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Az enzimaktivitds meghatdrozésara 0,1-1 g enzim-
készitményt (eredeti kristdlyos masszét, vagy az alapo-
san mosott, térhaldsitott kristdlyos masszat) 100 ml
fent ismertetett szubsztratoldattal elegyitiink. Megfele-
16 1d6 — példaut 10 perc — elteltével meghatarozzuk az
oldat fruktéztartalmat, és az aktivitist a fent megadott
egységekben kifejezve kiszamitjuk. Az enzim mennyi-
ségét és a reakcididOt Ggy vélasztjuk meg, hogy a
képz8dott fruktéz az eredeti cukortartalomnak keve-
sebb mint 5%-a legyen azért, hogy a mért értékek a
reakcid kezdeti sebességét jelezzEk. A kiinduldsi anyag
és a termék szdrazanyag-tartalmét ismert médon Ggy
hatdrozzuk meg, hogy a mintét 105 °C-on témegéllan-
dosdgig szaritjuk.

Tzomerizdcids eljdrds

A térhalésitott kristdlyos enzimet szokdsos mddon
alkalmazhatjuk szakaszos izomerizicids eljarasban,
mikor is a felhasznélt enzimet a reakcid lejatszoddsa
utdn példéul szdréssel elvdlasztjuk, és kivant esetben
tjra felhasznalhatjuk.

Ipari méretekben azonban az izomeriziciét elényo-
sen folyamatos eljardssal végezziik Gigy, hogy az izo-
merizélandé cukoroldatot az enzimmel t61t6tt oszlopon
keresztilfolyatjuk. A retencids id6 és/vagy hémérséklet
véiltoztatdsdval az izomerizdcids folyamatot konnyen
szabélyozhatjuk. Az enzim tdg hémérséklet-tartomany-
ban aktiv, a fagydspont és 100 °C-ot meghalad6 hé-
mérséklet kozott. Alacsony hémérsékleteken hatranyt
jelent, hogy a reakci6 lassi, és a cukor (glikéz vagy
fruktdz) hidratja kristdlyosodik, mig magasabb hdmér-
sékleteken mind az enzim, mind a frukt6z bomldsa
lényegesen gyorsabban megy végbe.

A folyamatos izomerizé4ciét rendszerint gy folytat-
Jjuk le, hogy az oszlopot 100-300 mikrométer &tmérdjd
térhaldsitott enzimkristalyokkal t5ltjiik meg. Az oszlop
méretét és magassagit minden egyes esetben a kivént
kapacitastdl fiiggoen valasztjuk meg. Kisméretd oszlop
esetén az oszloptoltet magasséga célszerfien 5-50 cm
lehet. Gyakorlatilag konnyen megvaldsithaté az elja-
ras, ha szobahémérsékleten dolgozunk. Ha a jelenlévd
mikrobioldgiai szennyezddések problémét okoznak,
ezt megsziintethetjiik az oszlop hdmérsékletének leg-
alabb 60 °C-ra valé emelésével.

Az eljirést egyszerlien szabdlyozhatjuk a lineéris
atfolydsi sebesség viltoztatasaval. Kisméretd oszlop
esetén a linearis atfolyasi sebesség 2-30 cm/perc lehet.
A friss enzim szdmdra megfeleld retenciés ids 1-
2 perc. A nyomas atmoszférikus. A nyomdsveszteség
jelentéktelen (<2 x 10* Pa 50 cm-es oszlopmagassigra
szdmitva). A retencios id6t az oszloptoltet magassiga-
nak, valamint az atfolydsi sebesség véltoztatasdval 4l-
lithatjuk be a kivént értékre. Az izomerizé4ciés reakci6t
meggyorsithatjuk a hdmérséklet emelésével.

A szokésos ipari eljdrdsokban az a cél legtdbb eset-
ben, hogy olyan cukoroldatot 4llitsanak el3, amelyben
a cukortartalom 40-45%-a fruktéz. Ha az oszlop ore-

" gedése kovetkeztében az enzim aktivitdsa csokken, a

60"

kivant szintet az 4tfolyési sebesség csokkentésével tart-
hatjuk fenn. : ’
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A taldlményt kozelebbrdl az aldbbi példdkkal kivéan-
juk ismertetni.

1. példa

850 g 10%-os amménium-szulfit-oldatbél a
4699882 szami amerikai egyesiilt 4llamokbeli szaba-
dalmi leirds szerint kristilyositott glikéz-izomeraz
kristalymasszat lemériink, és hozzdadunk 100 ml nétri-
um-szulfit-oldatot, amelynek pH-jat 0,5 mél/l kon-
centriciéji natriuin-foszfit-oldattal pH 7,4-re illitot-
tunk. Az elegyet 10 °C-ra hitjitk. Az igy kapott elegyet
allandé fordulatszdmii propellerkevergvel keverjiik, a
kristalyok kdrosoddsanak elkeriilésére alacsony — 200~
400 fordulat/perc — keverési sebességet alkalmazva, Az
elegyhez 160 ml 25%-os glutiraldehidet adunk.
Egy ora elteltével a reakcidt 20 liter tiszta viz hozzi-
adésaval leallitjuk.

A keverést azonnal befejezziik, és a kristilyos masszit
a reakci6edény aljén 2 6ran keresztiil iilepedni hagyjuk.
Az anyaliigot dekantéljuk, igyelve arra, hogy kozben a
kristalyokat ne ontsiik le. A kristalyos masszat 20 liter
tiszta vizzel 6sszekeverjiik, és a mosévizet dekantaldssal
eltdvolitjuk. A mosést még egyszer megismételjik. A ka-
pott nedves, vizzel hiromszor mosott, kristalyos izome-
razt hasznaljuk az izomerizicids kisérletekben, aktivitds-
meghatarozésra és m4s kisérletekben.

A fenti médon eldéllitott, térhdlésitott glikéz-izo-
meréz mikroszk6pos vizsgélat szerint kristéalyos &llapo-
td. A kristdlyok vizben, kiilonféle sék hig oldataiban

(pH 2-9 taroményban), hig savakban (1 m6V/1 koncent-

réci6), és koncentralt gliikk6z-, frukt6z és cukoroldatban
100 °C-ig oldhatatlanok. A kristalyok megjelenési for-
méja a fenti koriilmények kozott valtozatlan, mig a
nem térhél6sitott kristilyos izomerdz vagy oldédik,
vagy amorf csapadék forméjiban kivalik. A térhalési-
tott izomerdz enzimatikus aktivitisa a nem térhalési-
tott, eredeti izomeraz aktivitasdnak 52%-a. Ennek meg-
feleloen, ha az = eredeti izomerdz aktivitdsa
40000 GIU/g, a megfeleld, térhaldsitott izomeraz akti-
vitdsa tobb, mint 20000 GIU/g, a szdraz enzimprotein-
re szdmitva.

2. példa

Az 1. példdban leirtak szerint eljdrva az alabbi osz-
szetételd reakcibelegyet llitjuk eld:

14 g izomer4z, tiszta enzimproteinre szdmolva,

10 g amménium-szulfit,

1,5 g glutéraldehid (kb. 8 ml 25%-os oldat),

0,05 méV/1 nétrium-foszfat-puffer (pH 7,4),

100 ml viz.

A reakcidelegyet 25 °C-on 1 6rn keresztiil reagél-
tatjuk, majd a szabad oldatot laborat6riumi centrifuga-
val 1000 fordulat/perc mellett 5 percen keresztiil cent-
rifugéliva elvélasztjuk az elegyt6l. A kristalyos masszat
200 ml tiszta vizben szuszpendéljuk, és a fentiek sze-
rint djracentrifugéljuk. A vizes mosdst még egyszer
megismételjikk a fentiek szerint. A nedves kristdlyos
masszét visszanyerjiik €s a tovabbi vizsgilatokban ezt
hasznéljuk. Az ily médon elGallitott kristédlyos massza
aktivitdsa az eredeti kristilyos anyagénak 49%-a.
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3-8. példa

A2, példiban ismertetett kiinduldsi sszetételd reak-
cidelegyet allitjuk el6 az 1. példdban ismertetett médon
és a reakciot —10 °C-on kiilonbozd reakcididGket alkal-
mazva lejatszatjuk. A reakciét ledllitjuk, és a kristilyos
masszit mossuk, majd minden egyes készitmény akti-
vitdsit meghatirozzuk. Az eredményeket az I. tabl4zat-
ban ismertetjiik. '

L. tébldzat
Aktivitas (eredeti
Példa szdma Reakci6id6 kristdlyos massza ak-

tivitdsdnak %-a)

3. 10 perc 45

4. 30 perc 46

5. 60 perc 49

6. 90 perc 48

7. 120 perc 40

8. 180 perc 40

A fenti eredmények szerint a reakci6 igen gyorsan
végbemegy, és az aktivitds a reakci6idé névelésével
nem viltozik lényeges mértékben.

9-16. példa
Az 1. példiban ismertetett m6don allitjuk el§ az
alabbi osszetételd reakcibelegyet:
14 g gliikk6z-izomer4z protein (kristdlyos formé-
ban),
10 g ammonium-szulfit,
90 ml 0,5 m6VI koncentréci6ji nitrium-foszfat-ol-
dat (pH 6,0, 7,0, 8,0 vagy 8,4, amint az a II. t4bl4-
zatban lthat6),
glutaraldehid 0,12, 0,5, 2,0, 3,5 vagy 4,12 g (II.
tablazat szerint).
A reakcibelegyet 10 °C-on 1 6ran keresztiil reagil-
tatjuk, majd minden egyes esetben meghatirozzuk a

kapott kristilyos massza aktivitisit (az eredeti kris-

tilyos massza aktivitisanak %-dban). Az eredményeket
aIl. tAblazatban ismertetjiik.

II. tdbldzat

Példa széma pH Gl”‘é(rzl)dehid Aktivitds (%)

9. 6,0 0,5 22
10. 6,0 35 24
11. | 7,0 0,12 60
12. 70 2,0 65
13, 70 4,12 59
14. 8,0 0.5 41
15. 8.0 3,5 44
16. 8,4 20 39

A fenti eredményekbdl lathatd, hogy a glutdraldehid
mennyiségét meglehetdsen széles hatdrok kozott val-

5
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toztathatjuk, és mégis magas aktivitdsokat kapunk. A
pH nagy mértékben befolydsolja az eredményeket; a
pH eldnyosen 7,0 koritli, de az egész vizsgalt pH-tarto-
ményban — azaz pH 6,0 és 8,4 kozott — megfeleld
készitményeket allithatunk eld.

17-27. példa

Az el6z8 példakban ismertetett kisérletsorozathoz
hasonld kisérletsorozatot végziink azzal az eltéréssel,
hogy a reakcié-hOmérséklet 2 °C és a reakci6idd
18 6ra. A reakciGelegy Osszetétele az alabbi:

3 g izomerdz kristily, szdraz proteinre szdmolva,

50 ml viz, mint reakcidkdzeg,

75 g s6 (natrium-szulfat, magnézium-szulfat

és/vagy ammonium-szulfat) (I11. tAblazat szerint),

natrium-hidroxid, pH 7,0 beillitisdra (legfeljebb

2 milliekvivalens, azaz 80 mg),

0,125-2,5 g glutaraldehid (II1. tibl4zat szerint).

Az eredményeket a II1. tabldzatban ismertetjiik.

111, téblazat

S6(g)
Példa Glutéral- | Aktivitas
szima  [(NH,),SO MeSOs | NaySO, dehid (g) (%)
4

17. 7.5 0,5 0
18. 75 2,5 0
19. 75 0,125 0
20. 7.5 0,5 0
21. 7.5 0,75 0
22, 7.5 1,25 0
23. 0,45 7,05 0,75 20
24, 0,90 6.6 0,75 19
25. 1,8 5.7 0,75 28
26. 3,75 3,75 0,75 40
27. 7.5 0,75 60

A fenti eredményekbdl 1athatd, hogy ha a térhaldsi-
tdst ammoniumsé tavollétében hajtjuk végre, még ma-
gas glutdraldehid-koncentracié alkalmazdsa mellett
sem kapunk oldhatatlan kristalyokat. Az oldhatatlan
kristalyok képzddését mér igen kis mennyiségld amm6-
niumsé is elGsegiti.

28-38. példa

Az oldhatatlan izomerdzkristalyokat kiilonféle nitro-
génatomd komponensek alkalmazésaval allitjuk 6ssze,
az alébbi altaldnos eljarés szerint:

3 g krist&lyos izomeraz, szdraz proteinre szdmolva,

7,5 g magnézium-szulfat,

10 mmol nitrogéntartalmi vegyilet (IV. tablazat

szerint),

2,5 g glutéraldehid (100%-ra szamolva),
. reakcié-hdmeérséklet: 2 °C,

teakciéid: 18 ora.

- Az eredményeket a IV. tbldzatban ismertetjiik.
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IV. tablazat

Nitrogén-

Példa szdma tartalmlfé‘vcgyii- Mennyiség (g) | Aktivitds (%)
28. lizin 1,83 80
29. arginin 1,74 17
30. hisztidin 1,55 26
31. glutamin 1,46 18
32. leucin 1,31 21
33. izoleucin 1,31 18
34, prolin 1,15 10
35. metionin 1,49 27
36. fenilalanin 1,65 17
37. triptofén 2,04 44
38. betain 1,17 23

A fenti eredményekb6l 1athatd, hogy szdmos kiilon-

,,,,,

ban.

39-51. példa

Az oldhatatlan izomerazkristdlyokat glutaraldehid
és lizin kiilonbdz6 dézisainak alkalmazésa mellett 4llit-
juk el6, az alabbi 4ltaldnos eljaras szerint:

3 g kristélyos izomerdz, szdraz proteinre szdmolva,

7,5 g magnézium-szulfat,

0,47-2,34 g lizin (V. tdblézat szerint),

pH 8,0 bedllitdsa natrium-hidroxid-oldattal,

0,5-1,25 g glutaraldehid (100%, V. tablazat szerint),

reakci6ido: 18 dra,

hémérséklet: 2 °C.

Az eredményeket az V. tablazatban kézoljiik.

V. tdbldzat

Példa szima Gl“lézgdcmd Lizin(g) | Aktivitds (%)
39. 0,5 0,47 67
40. 0.5 0,94 77
41. 0.5 1,40 60
42. 075 0,47 72
43, 0.75 0,94 83
44, 0.75 1,40 92
45. 0.75 1,87 81
46. 0.75 234 75
47. 1.25 0,47 68
48. 1,25 094 78
49, 125 1,40 90
50. 125 1,87 102
51 1,25 234 100.

A fenti erednlények szerint a lizin és glutdraldehid
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mennyiségi ardnya befolydsolja az oldhatatlan kristaly
képz8dését, azaz minden egyes glutdraldehid-koncent-
raciondl lathat6 egy optimalis lizindézisszint.

52-57. példa

Az izomerdz kristilyok térhaldsitdsdt ammonium-
szulfatot és lizint tartalmazd oldatokban végezziik, az
alabbi dltalinos elSirasok szerint:

10 g kristlyos izomeraz, 10%-0s amménium-szul-

fat-oldatban (azaz 3,72 g tiszta izomerédzprotein szi-

raz anyagra szimolva, 0,63 g amménium-szulfat és

5,65 g viz),

5 g amménium-szulfit,

45 g viz,

1,25 g glutaraldehid, 100%-ra szdmolva,

0-3 g lizin (VI. tiblazat szerint).

A reakcidelegy pH-jit a keverés megkezdése el5tt
nétrium-hidroxid-oldattal pH 8,0-ra 4llitjuk be. Az ele-
gyet 3 °C-on 18 6ran keresztiil keverjik.

Az eredményeket a VI. tiblazatban ismertetjiik.

VI. tdbldzat

Példa szdma Lizin (g) Aktivitas (%)
52. 0 40
53. 0.3 62
54. 0,6 66
55. 1,2 72
56. L8 92
57. 3,0 96

A fenti eredményekbél lithaté, hogy a lizin igen
kedvezden befolyédsolja a térhal6sités hozamét, Az am-
moénium-szulfitnak nincs kiilondsebb hatisa, ha lizin is
jelen van, noha az amménium-szulfit nmagiban ki-
elégits eredményeket ad.

58-69. példa

Az izomerdz &s lizin mennyisége dlland, mig a
tdbbi komponens mennyiségét a VIL tdblzat szerint
véltoztatjuk, az elegy

3 g gliikéz-izomerazt (szdrazanyagra szdmolva),

1 g lizint és

0,01 g nétrium-hidroxidot (pH 8,0 beallitasahoz)

tartalmaz. A reakci6idG 18 6ra, és a reakci6-hdmér-
séklet 2 °C.

Az eredményeket a VII. tibl4zatban foglaljuk 6ssze.

VII. tdbldzat

Reakcibe-
Példa szé-| Glutdral- | MgSO, Viz () legy Ossz- | Aktivitas
ma dehid (g) (€3] mennyi- (%)
sége (2)

58. 0,5 2,1 11,9 18,5 39

59. 0,5 2,7 153 225 70

60. 0.5 4.2 238 32,5 70
61. 0,5 53 32,7 42,5 73
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Reakcibe-
Példa sz4- [ Glutéral- | MgSO, Viz (g) legy 0ssz- | Aktivitds
ma dehid (g) (®) mennyi- (%)
sége (2)

62. 0,5 10,2 5718 | 725 75
63. 0,5 16,2 91,8 112,5 77

64. 1,25 2,1 119 19,25 86
65. 1,25 2,7 15,3 2325 99
66. 1,25 4,2 23,8 | 33,25 101
67. 1,25 10,2 578 | 7325 83
69. 1,25 16,2 91,8 | 113,25 89

A fenti eredményekbdl lathat6, hogy a reakcitelegy
koncentrécidja csak kis mértékben befolydsolja a vég-
eredményt. A reakcibkomponensek [enzim, lizin (vagy
amin) €s glutdraldehid] tomegaranya sokkal nagyobb
hatast gyakorol.

70. példa :

1 g térhaldsitott, vizzel mosott gliikéz-izomeriz
masszét, amelyet az 56. példa szerint 4llitunk el6 (0,4 g
szdrazanyag) 100 g 40%-os gliikézoldattal elegyitiink,
amelynek pH-jat 7,0-re allitottuk. Az elegyet 60 °C-on
egyenletesen keverjiik. A reakci6elegybsl id6kozon-
ként mintét vesziink, és a minta frukt6ztartalmét polari-
méterrel, glitkéztartalmét hexokindz alkalmazdséval
enzimatikusan meghatérozzuk.

Az oldat fruktéztartalma 3 6ra alatt az 6sszcukor-
tartalom (glikéz + fruktéz = 100%) 42%-4ra emelke-
dik.

A vizsgilat befejezése utn a keresztkotéses izome-
rdzt sziiréssel elvilasztjuk az elegybdl, és vizzel mos-
suk. A visszanyert kristdlyos massza aktivitdsat és sz4-
razanyag-tartalmit meghatirozva azt tapasztaljuk,
hogy a kisérlet sordn az aktiv enzim nem old6dik és
nem veszik el. A kisérletet ugyanezzel az enzimmel
tobbszor is megismételhetjiik.

71. példa

Az 1. példa szerint el&illitott kristdlyos massz4b6l a
finomszemcsés csapadékot moséssal eltavolitjuk, és a
kristalyos anyagot finomra morzsoljuk a vizben valé
szuszpendilas és dekantdlds (3-szor) alatt. Az igy ka-
pott durva kristdlyos frakciét, amelynek 4tlagos szem-
csemérete 100 mikrométer, 2,6 cm 4tmér6jd és 5 cm
magassagi henger alaki reaktorba helyezziik. Az osz-
lopon 60 °C-on az alabbi 6sszetételd glitkézoldatot fo-
lyatjuk at:

582 g gliik6z-monohidrit,

590 g viz,

0,37 g MgSO,7H,0,

0,09 g NaHSOs,,

pH 6,9 (I mé¥/1 koncentrici6ji NaOH-b6l 1 mil-nél
kevesebb kell a bedllitdshoz).

A vizsgilat meginditdsakor az étfolydsi sebesség
1 ml/perc, és az oszloprél tdvozé oldatban a fruktéz
koncentricidja az dsszcukor-tartalom 42%-4ra emelke-
dik. A kisérletet 200 6ran keresztiil folytatjuk, ezutdn
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az 4tfolyasi sebességet 9 mli/drdra kell csokkenteni,
hogy az eredeti konverziét (42% fruktdztartalom)
fenntartsuk. Ennek megfelelSen az enzim aktivitasa az
eredeti érték 81%-dra csokken ez alatt az id6 alatt. A
vizsgalat sordn nem észlelhetd a kristdlyos massza
mennyiségének csokkenése vagy oldédasa.

72-76. példa

Lemériink 43,42 g vizzel mosott nedves izomeraz
enzimet, amelyet a 67. példa szerinti eljérassal éllitot-
tunk el (10,0 g enzim szdrazanyagra szdmitva).

200 ml 71. példa szerint elallitott glikkézoldatot
ontiink a kristdlyos masszira. Az elegyet 60 °C-on
kiilénboz$ idStartamokon keresztiil razatjuk, majd
szlirGpapirkorongon atszirjiik az elegyet. A papiron
maradt kristalyos masszat az oldott anyag eltavolita-
sara vizzel alaposan dtmossuk. A kristalyos masszdt
széritészekrényben 105 °C-on szaritjuk, majd lemér-
jik. Az eredményeket a VIIL tabldzatban foglaljuk
gssze.

Az eredményekbdl l4thatd, hogy a taldlmany sze-
rinti eljardssal el@illitott, keresztkotéses, kristalyos
izomerdz nem oldédik a szubsztritoldatban, az ipari
eljdrasokban szokdsosan alkalmazott koriilmények
kozott.

VIII. tbldzat

Kristalyos massza
Példa szdma Keverési id6 szdraz tdmege a vizs-
gélat végén (g)
72. 10 perc 99
73. 2 6ra 11,0
74, 4 6ra 10,9
75. 6 6ra 10,7
76. 21 6ra 10,4
77. példa
Térhalésitott kristdlyos izomerdzt, DEAE-cellu-

l6zhoz kotott izomerdzt €s az eredeti, szabadon old6dé
izomerdzt hasonlitunk Ossze azonos kémiai és fizikai
korilmények kozott. A koralményeket dgy vélasztjuk
meg, hogy mindegyik enzimminta célszer( id6n — azaz
10-30 éran - beldl kimutathaté mértékben veszitsen
aktivitdsabol.

Minden egyes enzimkészitménybdl 5 g-ot 150 ml
0,05 mdlos/l koncentraci6ji nétrium-foszfat-pufferrel
(pH 6.0) elegyitiink, amely puffer még 1,5 mmo¥/1
MgSOy-ot, s 2 mmél/l NaHSOs-ot is tartalmaz.

Az elegyet 70 °C-on néhany éran keresztiil razatjuk.
Az elegyb6l meghatirozott id6kozokben mintat ve-
sziink, és meghatérozzuk a mintdban 1év§ izomerdzma-
radék aktivitdsat. Az aktivitds csokkenése alapjan min-
den egyes enzimminta esetén kiszdmitjuk a félélettarta-

mot (azaz azt az idStartamot, amely alatt az aktivitasaz. .
-eredeti érték felére csokken). Az eredményeket a IX. .

tdbldzatban ismertetjiik.
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IX. tabldzar

Enzimminta Félélettartam (6ra)
eredeti, 0ld6d6 izomerdz 2,2
DEAE-cellul6zhoz kotott izomeraz 33
térhélositott, kristlyos izomeréz 19,0

Az eredményekbdl lathatd, hogy a taldlméany szerinti
eljarissal eldallitott, térhaldsitott kristdlyos izomerdz
lényegesen jobban megdérzi aktivitdsat, mint a szabad
enzim, vagy az ismert médon immobilizalt enzim.

78. példa

Térhalositott, kristalyos izomerdzt és DEAE-cellu-
16zhoz kotott izomerdzt toltiink a 71. példdban ismerte-
tett modon henger alakd reaktorokba. Az oszlopokon
egyenletes sebességgel gliikdzoldatot nyomunk at. A
gliikdzoldat dsszetétele a 71. példaban megadott, azzal
az eltéréssel, hogy a pH-t 6-ra llitjuk be. A vizsgalat
alatt az oszlop hémérséklete 60 °C. Az oszlopokban
1évé enzim aktivitdsat az atfolydsi sebességbdl és az
oszlopon étfolyt oldat frukt6ztartalmabdl szamitjuk ki.
Az eredményeket a X. tdbldzatban ismertetjiik.

X. tdbldzat

Aktivitds félélettarta-
Oszlioptsltet ma (6r2)
térhél6sitott, kristalyos izomeréz 120
DEAE-cellul6zhoz kotott izomeraz 36

A fenti eredmények azt mutatjak, hogy a térhal6si-
tott kristilyos enzim kivél6éan megdrzi enzimatikus ak-
tivitdsat.

79-81. példa

A taldlmany szerinti eljarassal térhalésitott kris-
talyos izomeraz és ismert moédon immobilizalt izome-
raz aktivitdsat hasonlitjuk dssze, folyamatos, oszlopon
végrehajtott eljarasban.

Az iparban szokdsosan alkalmazott izomerdzokat és
a talalmény szerinti eljardssal térhdlésitott izomerdzt
vertikélis laboratériumi oszlopokba tdltjik. A kris-
talyok térhélositdsat az 51. példdban leirtak szerint
végezziik.

A hengeres oszlopok belsd dtmérGje 2,7 cm, és ma-
gassdga 50 cm. Az oszlopokat 60 °C-ra termosztélt viz-
zel toltott kopeny veszi koriil. Az oszlopok alsé végén
szita tartja az enzimszemcséket, de a cukoroldat 4tfo-
lydsit nem gatolja meg. Minden egyes oszlopba sz4-
razanyagra szémolva 20 g enzimet tdltiink. A 71. példa
szerinti Osszetételd glikézoldatot laboratériumi szabé-
lyozhat6 szivattyl segitségével nyomjuk 4t az oszlopo-
kon. Minden egyes oszlop sajit szivattytval rendeike-
zik. A szubsztrat h6mérsékletét 60 °C-ra dllitjuk be. Az
oszlopr6l 'tdvoz6 termék gliikéz- és fruktéztartalmat
meghatarozzuk. ' :

‘Azt tapasztaljuk, hogy a kiilonb6z6 enzimkészitmé-



»®o

1 HU 206134 B 2

nyekkel azonos 4tfolyési sebességek mellett kiilonbdzd
fruktéztartalmii termék allithats els. Az egyes oszlo-
pok 4tfolyasi sebességét ezért gy 4llitjuk be kisérleti
titon, hogy minden egyes termék fruktéztartalma az
Osszcukor-tartalom (glik6z + frukt6z) 45%-a legyen.

Az alkalmazott enzimeket, és a 45% fruktéztartalom
biztositdsdhoz sziikséges atfolyasi sebességeket a XI.
tdbl4zatban ismertetjik.

X1. tdbldzat

Szubsztrét 4tfo-
Példa szdma Enzim (20 g szdrazanyag) ly4si sebessége
(ml/6ra)
Osszehasonli-| Spezyme IGI (Finnish Su- 179
t6 gar Co. terméke)
Osszehasonli-| Sweetzyme T (NOVO Co., 197
16 Dénia terméke)
Osszehasonli-| Takasweet (Miles-Kali 94
16 Chemie terméke)
100-200 mikrométer 4tmé-
79. r6ja térhalésitott kristélyos 1364
izomeriz
500-600 mikrométer 4tmé-
80. 16 térhal6sitott kristalyos 1121
izomeréz
900-1000 mikrométer 4t-
81. mérjd térhalbsitott kris- 1098
talyos izomeréz

A kereskedelmi forgalomban 16v§ enzimekkel toltott
oszlopok étfolyési sebessége jellemz6 mé6don 4brdzolja
a jelenlegi ipari gyakorlatot. A taldlmany szerinti elji-
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réssal térhaldsitott izomerdzkristilyokat tartalmazé
oszlopok atfolyasi sebessége ényegesen nagyobb. Az
ipari gyakorlatban a térhalésitott kristalyos enzim nagy
aktivitdsa kovetkeztében lényegesen csokkenthetd az
oszlop mérete, ami a beruhdzisi és lizemeltetési koltsé-
gek csokkenéséhez vezet.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljards keresztkotéses, vizoldhatatlan, kristalyos
glitkéz-izomerdz elGallitdsdra térhaldsitdssal, azzal jel-
lemezve, hogy
(a) glutdraldehidet adunk a kristdlyos gliik6z-izome-
raz-szuszpenzidhoz, amelyhez a glutdraldehid hoz-
z4addsa eldtt, vagy a térhaldsitasi reakci6 sordn egy
vagy tobb aminocsoportot tartalmazé vegyiiletet,
példdul amméniumsét vagy aminosavat adunk,

(b) a reaktdnsok maradékit vizzel végzett mosissal
eltdvolitjuk a térhalositott kristalyokbol.

2. Az 1. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve,
hogy a glutdraldehidet a kristdlyos szdraz enzim tome-
gére vonatkoztatva 0,4-8 tomeg% mennyiségben adjuk
a szuszpenzi6hoz.

3. Eljéras frukt6z elGéllitiséra glikéz izomeriz4ldss-
val, azzal jellemezve, hogy a gliik6z izomerizdlasanak
katalizdl4séra az 1. igénypont szerint elgéllitott, vizold-
hatatlan keresztkotéses kristilyos gliik6z-izomerdzt
hasznaljuk.

4. A 3. igénypont szerinti eljaréds frukt6z folyamatos
eloallitiséra, azzal jellemezve, hogy glikk6ztartalmi ol-
datot vizoldhatatlan, keresztkotéses kristdlyos gliik6z-
izomerézt tartalmazé oszlopon folyatunk keresztiil.
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