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Vynilez se tyk4 zplsobu piipravy
invertniho cukru pomoci enzymu invertasy
obsaZené v buné&nych sténdch kvasinek
zabudovanych do matrice gelu, s vfhodou
do hydrofilniho gelu oxidu kifemiditého.

- K pripravé heterogennfiho biokata~
lyzétoru je moZno pouiit buné&ngch stén
kvasinek obsahujicich invertasu ziska-
nych jako odpadni produkt vyroby kvas-
niéného autolysatu. Bun&&né stény je
moZno aplikovat i v sudeném stavu, ve
kterém mi obsaZens invertasa vysokou
stabilitu,

Aktivitu invertasy v biokatalyzi-
toru je ddle moZno vyrazné zvyéit jo-
distanovym oxida&nim $tépenim vicinél-
nich diold v bunééné sténd pritomnych
polysacharidi.

Zpisobem podle vynélezu je moZino
invertovat i roztoky sacharozy s vyso-
kou koncentraci,>ziskany sirup invert-
niho roztoku je mikrobidlné st&ly.
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Vynédlez se tyka zplsobu pripravy invertniho cukru enzymo-
, p J Y

vou hydrolysou heterogennim biokatalysdtorem.

Invertni cukr, tj. ekvimolérni smés D-glukosy a D-fruktosy,
predstavuje velmi cennou surovinu v cukrovarnickém primyslu
zv1&sté v zemich, kde je vys88i zemédélské vyroba sacharosy ve
srovnéni se Skrobem /a z této suroviny vyrdbénym fruktosovym si-
rupem/. Ve srovnéni se sacharosou mé invertni cukr lep$i organo-
leptické vlastnosti, ponédkud vyssi gladivost a predevdim je apli-
kovatelny i ve vysokych koncentracich, pri nichZ si ponechéva
svoji velmi malou ochotu kr&stalizovato Vedle potravinarského
primyslu mé invertni cukr znadny vyznam i ve vlelaistvi a pfi vy-
robé apyrogenni D-glukosy. Primyslové byla téZ aplikovéna chro-
matografickd separace obou monosacharidd, tj. vyroba Zédouci
D-fruktosy.

Invertni cukr je moZno pripravit bud chemickym nebo enzymo-
vyn zphsobem. Chemické inverzi sacharosy at ji# minersélnimi nebo
organickymi kyselinami, popfipad® pomoci ionexd byla vénovéna
rada praci. Spolecnou nevyhodou téchto postupld je tvorba roz-
kladnych produktd, tj. 5-hydroxymethylfuran-2-karbaldehydu /HMF/,
kyseliny levulové a kyseliny mravendéi. Predevdim z divodd toxic-
kych vlastnosti HVF a jeho kondenzacénich produktl byla aplikové-
na rada postupl enzymové hydrolysy sacharosy pomoci enzymu inver-
tasy. Ve vétdiné pPripadl byla pouZita &istéd invertasa isolované
z raznych druhd kvasinek rodu Saccharomyces. Aplikace volného
enzymi mé vedle zvySené ekonomické ndrodnosti dané vy3si spotre-
bou enzymu nevyhodu v kontaminaci produktu pouZitym enzymem.

Z tohoto dGvodu byla popsédna priprava celé rady heterogennich
biokatalyzdtord s imobilisovanou invertasou at ji% vézanou na
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rizné druhy nosidl &i zabudovanou do pfirodnich ¢&i synthetickych
gell. Priprava téchto biokatalyzétort je technicky i ekonomicky |
ponédkud néro¢nd zvlasté v pripadé kovalentni vazby invertasy na
noside, které u synthetickych polymerl predstavuji nezanedbatel-
ny podil materidlnich nskladd.

Zplsob pripravy invertniho cukru podle vyndlezu enzymovou
hydrolysou sacharozy heterogennim biokatalyzdtorem spoliva
v tom, Ze se hydrolysa provédi synthetickym ¢i piirodnim gelem
§ vyhodou hydrofilnim gelem oxidu kiemilitého, do jehoZ matrice
se zabuduji bunddné stény kvasinek s obsahem invertédsy.

K piipravé gelu je mo¥no pousit bunddnych stén ziskanych
jako odpadni produkt vyroby kvasnicéného autolysatu. Bunécéné sté~
ny lze aplikovat i v suseném stavu, ve kterém mé obsaZend inver-
tasa vysokou stabilitu.

aktivitu invertasy v biokatalyzétoru'pfipraveného podle vy-
nélezu je déle moZno vyrazné zvy$sit parcidlni destrukci bun&&nych
stén s vyhodou( pomoci jodistanové oxidace
vicindlunich diold pPftomnych polysacharidd.

Pouriti bundénych stén kvasinek nejenom odstranuje technic-
ky i ekonomicky néroénou isolaci vlastniho enzymu, ale navic za-
budovéni nerozpustnych SubcelulérniCh gastic /tj. bunédnych stén
kvasinek, ve kterych je invertasa obsaZena/ do gelu je na rozdil
0d volného rozpustného enzymu pevngjsi s podstatné niZsim nebez-
pedim uniku enzymu z matrice gelu do reakéniho prostfedi. PouZi-
t4 invertasa se na rozdil od isolovaného enzymu nachdzi ve "fy-
ziologidtsjdim prostiedi", které se vice blizf prostiedi bunky
a z toho divodu je i stabilita takto imobilisovaného enzyma vy33i.

Druh gelu i zpisob zabudovéni bun&nych stén do jeho matri-
ce je zévisly od zamy$leného zplisobu aplikace p¥ipraveného bio-
katalyzédtoru. Pro kolonové uspoi-édéni je tieba volit piiprava -
gelu vytvérejicfho pokud moZno rovnomérnou distribuci sfé}ickych
Géstic, pro vsédkové postupy pripravy invertniho cukru neni ten-
to poZadavek tolik rozhodujici.
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Zplsobem podle vyndlezu je moZno invertovat i roztoky sa-
charosy s vysokou koncentraci, takZe ziskany sirup invertniho
cukru je mikrobidln& stdly. Je rovndZ prosty produktd vedlej-
8ich réakci’éi.konfaminujicich sloZek.

Vynélez je dokumentovén priklady pousiti.

Priklad 1
Roztok 50 ml vodnfho skla a 200 ml vody byl za intenzivni-

ho michéni okyselen 6 M kyselinou mravenéi na pH 3,9. Po ochla-
zeni na 10 °C bylo pfiddno 75 ml koncentrovaného roztoku modovi-
ny. Po dalSich %0 minutéch michéni bylo piidédno 5 g bun&lnych
stén.kvaéinek Saccharomyces uvarum. Po dalsim 0,5 h michédni byla
ziskand homogenni smés p¥ikapédna za intenzivniho michéni do
800 ml trifluortrichlorethanu. Vytvofeny hydrogel byl promyt
1% roztokem Tweenu a vodou. U ziskaného gelu Dbyla zjidténa in-
vertasovd aktivita 1,34 ukat/g sudiny. Po vysuSeni tohoto hydro-
gelu ve vakuu vodni vjvéﬁy byla invertasovd aktivita rovna
0,57 ukat/g sudiny. |

" K 50 g hydrogelu byly pridény 2 1 40% roztoku sacharosy a
reakéni smds byla michéna pPi 60 °C do Uplné inverse sacharosy.
Po usazeni biokatalyzatoru byl vznikly invertni cukr odsét, do
reakce byly vloZeny opét 2 1 40% sacharosy a v hydrolyse bylo
pokradovéno, ani% by dodlo k podstatné zméné aktivity biokata-
lyzétoru. ‘

Priklad 2

K 8 g bun&énych stén kvasinek Saccharomyces uvarun v 4,5 1
0,05 M acetdtového pufru pH 5 bylo pfiddno 80 ml 0,05 M jodista-
nu sodného a reakéni smés byla michéna 6 h za nepifstupu svétla.
Po odstPeddni byly oxidované bunélné stény pridény ke smési 25 ml
vodniho skla a 100 ml_Vody /po upravé pH kyselinou mravenci na
- hodnotu 3,9/. Po tfech hodindch michéni byl vytvoreny hydrogel
promyt 3kr&t 250 ml vody. Ziskany biokatalyzdtor anorganického
hydrogelu se zabudovanymi oxidovanymi bunédnymi sténami kvasinek
Saccharomyces uvarum vykazoVal aktivitu invertasy 22 ukat/g
sus$iny. ' |
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, K ziskanému hydrogelu byly priddény 4 1 60% sacharosy a
reakdni smés byla michédna pri 60 ©C po dobu 10 h. Odfiltrovany
biokatalyzétor byl opakované pouZivén k daldim hydrolyzém, ani¥
by vyrazn& klesala jeho aktivita.

Priklad 3

8 g buné¥nych stén kvasinek Saccharomyces uvarum bylo oxi-
dovéno viz priklad 2. K odstieddnym bunéénym sténdm ve 35 ml
0,05 M fosfétového pufru pH 6 bylo za michéni pridédno 0,64 g
akrylamidu a 0,035 g N,N’-methylenbisakrylamidu, 0,37 ml 5% roz-
toku 3-dimethylaminopropionitrilu a 0,37 ml 2,5% roztoku persi-
ranu draselného. Po ztuhnut{ byl vznikly gel temperovén 30 mi-
nut pfi 37 °C a poté byl rozmixovén. Ziskany gel mél invertaso-
vou aktivitu 3,3 ukat/g suSiny.

50% roztok sacharosy byl hydrolysovén za katalysy priprave-
nym gelem shodnym postupem jako v prikladu 1.
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Zpsob pripravy invertniho cukru enzymovou hydrolysou sacha-

rosy héterogennim'biokatalyzétorem,.vyznaéujici se tim, Ze
se hydrolysa provédi syntetickym nebo p¥irodnim gelem, s vy-

hodou hydrogelem oxidu ki‘emiditého, do jeho matrice se za-

buduji bunddné stény kvasinek s obsahem invertssy.

.  Jake
Zpﬁsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, ZeYbunécné stény
- kvasinek s obsahem invertasy se paa&bg' - vedlejsi produkt

vyroby'kvaSQiéného autolysatu.

Zpusob podle bodu 1 a 2, vyznalujici se tim, %e se aktivita
invertasy obsaZené v bunédnych sténdch zvy¥i jodistanovym
oxidativnim $tépenim vicindlnich diold v bun&dnych sténéch
obsaenych polysacharidd.
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