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zplisobu vyroby kyseliny
heterogennich bio-

katalyzdtorl zalofenych na bdzi mikrobidl-
nich bundk s aspartasovou aktivitou. Zpisob
spo&ivd v tom, Ze se vodny roztok fumaranu
amonného uvadi ve styk s biokatalyz&tory,
které se predem p¥ipravi plsobenim oktyl-
fenolpolyetylenglykoletheru nebo nonyl-
fenolpolyetylenoxidu nebo pfimo roztokem
amonné soli kyseliny fumarové nebo asparagové
s p¥idavkem amoniaku na mikrobi&lni buiky,
obsahujfic{ enzym L-aspartat:amoniak lyazu,
zabudované do gelu genu-carrageenanu, potom
po ukondenf konverze se izoluje z odd&lené-

ho kapalného podilu

kyselina L-asparagové.

Tato aminokyselina lze pou%iivat p¥i vyrobé
1é¢iv a p¥i vyrob& um&lého sladila.
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Vyndlez se tyka zpisobu vyroby kyseliny L-asparagové z fumaranu amonného pomocf mikro-
bidlnich bun&k s aspartasovou aktivitou do genu-carrageenanu.

Kyselina L-asparagovd se ve stéle v&t3{ mif¥e pouffvd ve farmaceutickém a potravindi¥ském
primyslu a je dlleZitou slofkou "sladkého dipeptidu” Aspartamu i v§znamnou slofkou n&kterych
1éxd. Z té&chto divodli se neustdle zvyZ3uje zdjem o ekonomickou velkovyrobu této dlile¥ité
aminokyseliny. Vzhledem k tomu, Ze pro fadu aplikaci je pouZitelny pouze L-stereoisomer
této kyselny, je z ekonomickych divodd vhodné a to i v p¥fpadech, kdy mohou byt aplikovény
soucasné oba antipody p¥i pochopitelném vyuZitf{ pouze L-formy, vyréb&t biologicky aktivni
L-stereoisomer kyseliny asparagové p¥edev3im biologickou cestou umoZnujfc{ selektivnf produkci
poladovaﬁého enantiomeru.

Transformaci kyseliny fumarové na kyselinu L~asparagovou je mo%no realizovat pomoci
bun&k mikroorganismd rdznych kmend z rodd Alcaligenes, Corynebacterium a Escherichia, je%
se vyznaluji aspartasovou aktivitou. Jednordzovou submerzni kultivaci vyp&stované buhky
se bud s kultiva¥nim médiem nebo po odd&leni od kultiva&niho média suspenduji v roztoku
substrdtu, tj. fumaranu amonného, ktery je p¥i vhodném pH a teplotd za michadni konvertovén
na amonnou sl kyseliny L-asparagové. Po odd&lenf bundk a nésledném okyseleni se izoluje
kyselina L-asparagovi.

P¥i tomto zplsobu je nutno pro kaZfdou vyrobni Xarfi vyp&stovat vidy nové bunky ve
velkokapacitnich fermenta&nich tancich, coZ je s ohledem na surovinové a energetické nédklady
v&etn® potfeby velkého investiZné nAro&ného za¥izeni ekonomicky zna&n& nevyhodné.

% uvedeného ddvodu byla vypracovéna ¥ada postupl /8vec F. a spol.: Chem. Listy 74,

.82 /1980//, které umoffinjf{ vicendsobné nebo kontinu&ln{ vyu¥it{ enzymu aspartasy /L-aspartat:

:amoniaklyasy E.C. 4.3.1.1 /bud v4zané na vhodny nosié po izolaci z p¥isluSného mikroorganismu,
nebo pfimo ve form& imobilizovanych bun&k s aspartasovou aktivitou. VyuZit{ mikrobidlnich
bunék v imobilizované form® m& oproti imobilizovanym enzymbim ¥fadu vyhod pfedeviim ekonomické-
ho charakteru, pon&vad% odpadd mnohdy ndkladnd izolace enzymu, v disledku &eho? je cena
piipraveného biokatalyzdtoru niZ%f{. Biokatalyz&tory p¥ipravené imobilizacif bunédk majf vétZinou
i vy§§i operadni stabilitu /Marek M. a K435 J.: Chem. primysl 34, 546 /1984//.

Pro imobilizaci bun&k s aspartasovou aktivitou byly rozpracovdny dva principi&lné
odlisné postupy - metoda zabudovadn{ bun¥k do rdznych druhil polymernich matric a metoda
kovalentnfho zesft&ni vnitrobun&&ného obsahu jednotlivych mikrobidlnfch bun&k nebo navzéjem
chemicky vdzanych bun&k pomoc{ bifunkénich sitovacich &inidel, pfedeviim pomoci glutaraldehydu
/&s., autorského osv&dlenf &. 209 265/.

zdkladem primyslové kontinu&ln{ vyroby kyseliny L-asparagové se stal v prvn{ polovin&
0. let vypracovany postup imobilizace bun&k do polyakrylamidu /Chibata I. a spol.: Appl.
Microbiol. 27, 878 /1974//. Radikdlovou polymeracf{ akrylamidu s N,N -metylen-bis~akrylamidem
/USA pat. spis &. 3 791 926/ se p¥ipravi zesitdny synteticky gel se zabudovanymi bunKami,
jeho%? opera&nf pololas &ini a% 120 dnf{. Uvedeny postup vSak md i Fadu nevyhod.

Dosud neni{ zndm zplsob provedeni polymerace, podle kterého by bylo moZné p¥ipravit
84stice gelu sférického tvaru a alespon pfibliZné& shodné velikosti, které by zarudovaly
optimdlni hydrodynamické vlastnosti biokatalyzédtoru. Nejvé&t3Zim nedostatkem uvedeného postupu
je v3ak skute&nost, Ze byt i krétkodobym stykem bun&ného materidlu s momonery akrylamidem
s N,N -metylen-bis-akrylamidem dochdz{ ke snif¥enf aktivity aspartasy. PY¥i polymeraci se
navic uvoliuje teplo, které rovn&% sniZuje enzymovou aktivitou imobilizovanych buné&k.
K nevfhoddm uvedeného postupu pat¥{ i nebezpeli, %e 1l4atky vyrobené pouZitim takto p¥ipravené-
ho biokatalyzdtoru mohou obsahovat toxické zbytky nezpolymerovanych monomerl, coZ je z hygienic-
kého a zdravotnického hlediska nep¥{pustné.

Z uvedengch ddvodd byl koncem sedmdesdtych let vypracovédn a technologicky realizovén
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novy zpldsob vfroby kyselin L-asparagové pomoc{ biokatalyzdtoru p¥ipraveného zabudov&nim
bunék g aspartasovu aktivitou do kappa-carrageenanu (Sato T. a spol.: Biochim. Biophys. Acta
570, 179 /1979//. Kappa-carrageenan je polysacharid, kter§y se z{skdvd extrakcf mo¥skych

Fas Chondrus crispus horkou vodou a néslednou separac{ od lamba-carrageenanu pomoci frak&ni
precipitace draselnymi ionty /Rees D. A.: J. Chem. Soc. 1963, 1821/.

Pomoc{ draselngch, amonngch, vépenatfych a jinych iontd /Tosa T. a spol.: Biotechnol.

Bioeng. 21, 1697 /1979// je moZno z kappa-carrageenanu vytvofit gelovité S&stice rdznych
 fyzikdlnich vlastnosti a tvard, které maji vedle dostatedné pevnosti i vyborné hydrodynamické

vlastnosti. Zabudovénim bun&k s aspartasovou aktivitou do gelu kappa-carrageenanu je pak

pfipraven biokatalyzdtor, kter§y md vedle vysokého podilu zachované enzymové aktivity i zna&n&

vysokou stabilitu. V literatufe /Nishida Y. a spol.: Enzyme Microb. Technol. 6, 85 /1984//

je uvadén operalni polodas a% 680 dni.

Pro p¥ipravu biokatalyzdtoru analogickych vlastnost{ je moZno poufit té% genu-carrageenanu,
to je surového carrageenanového prepardtu izolovaného z Yas rodd Gigartinaceae a Solieriaceae
/Genu-carrageenan: A/S Kobenhavns Pektinfabrik, Dansko/. Na rozd{l od izolovaného &istého
kappa-carrageenanu se jednd o technicky sm&sny carrageenanovy prepardt b&%n& pou¥ivany
v potravind¥ském primyslu, ktery je p¥ibliZn& 40kr4t levndj¥{ kappa-carrageenan. Zabudovinim
bun&k s aspartasovou aktivitou do gelu genu-carrageenanu je p¥ipraven vysoce stabiln{ biokataly~-
zdtor 8 definovanou velikosti{ &dstic vhodnych fyzikdlnich i hydrodynamickych vlastnosti.

Na zdkladé uvedenych poznatkd tykajicich se vlastnosti genu—cairageenanu byl vypracovén
zpisob vfroby kyseliny L-asparagové pomoci heterogennich biokatalyz4tord podle vyndlezu,
jeho¥ podstata spo&ivd v tom, %e se vodny roztok fumaranu amonného o koncentraci 0,75 a%

22,5 % hmot. s hodnotou pH 6,5 a%¢ 9,5, s p¥isadou hofednatych iontl s vfhodou v koncentraci
0,002 5 % hmot. uvddi ve styk p¥i teplot& 10 a% 50 % s heterogennim biokatalyzédtorem,

ktery se p¥ipravi pisobenim octylphenolpolyetylenglykoletheru nebo nonylphenolpolyetylenoxidu
nebo p¥imo roztokem amonné soli kyseliny fumarové &i asparagové s p¥fdavkem amoniaku, na
mikrobidlnf bufiky, obsahujicf enzym L~aspartdt:amoniak lyazu, zabudované do gelu genu-car-
rageenanu, nade? se po ukonlené konverzi izoluje z odd€leného kapalného podflu kyselina
L-asparagové.

Pro zplsob vyroby kyseliny L-asparagové podle vyndlezu je moZno pouZit rbhznych mikrobi&l-
nfch druhd a kmend, pop¥fpad& vysokoproduk&nich mutant rdznych mikroorganismi syntetizujfcich
enzym aspartasu, nap¥iklad rizngch kmend z rodd Escherichia, Alcaligenes a Corynebacterium,

s vfhodou mikrobidlnfiho kmene Escherichia alcalescens CCEB Asp 24 kultivovaného podle ¢&s.
autorského osvé&ddeni 220 460.

Hlavn{ vfhody zplscbu v§roby kyseliny L-asparagové dle vyndlezu jsou spojeny s jedno-
duchost{ p¥ipravy biokatalyzdtoru, v cenové atraktivnosti k imobilizaci bun&k pouZivaného
genu-carrageenanu, ve vysokém stupni zachovdn{ aspartasové aktivity bun&k b&hem pfipravy
biokatalizdtoru a v neposlednf ¥ad& ve vysoké stabilit& aplikovaného biokatalyz&toru. Vysoké
operaéni stability biokatalyzdtoru je dosaZeno zv1a5té& p¥i imobilizaci bun&k do genu~car-
rageenanu za p¥ftomnosti sloudenin obsahujfcich vysoky podfl hydroxylovych skupin nap¥fklad
taninu, p#fpadn& té% po nédsledném zpevnéni &4stic gelu pomoci 1,6-diaminohexanu a glutar-
aldehydu. Opera®ni polodas u takto pEipravengch biokatalyzdtord &inf minim&lné& 180 dni.

Zpisob vyroby kyseliny L-asparagové dle vynélezu je vghodny zv1&3t&€ pro konitnuélng
uspof4dénf, nebot pouffvany biokatalyzdtor mid vyborné sedimentadni a hydrodynamické vlastnosti
pro poufitf v kolondch ve form& pevného nebo fluidnfho loZe. Z filtrédtu, respektive kapalné-
ho podflu reak®ni sm@si odd&leného od biokatalyzdtoru se kyselina L-asparagovd ziskd tlpravou
pH pomocf miner&lnf kyseliny na hodnotu 2,8 a né&slednou krystalizac{ p¥i teploté& 10 aZ
20 %c.

Vykrystalovani kyselina L-asparagovd se odfiltruje, promyje studenou vodou a ususi,
pE¥i{padn& ddle dle potfeby.
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Postupem podle vynélezu p¥ipraven& kyselina L-asparagovd je velmi &ist4, pouZfitelné
zejména pro piipravu riznych soli pouZivanych jako 1lé&iva, nap¥{klad kardiotonikum Cardilan
/spofa/, to je hofefnato-draselnd sil kyseliny L-asparagové.

P¥i vyrob& kyseliny L-asparagové podle vyndlezu je d¥innost konverze 100% p¥i zaji¥tént
optimdlnich podminek, to je mno¥stvi biokatalyz&toru, poldtedn{ koncentrace substrétu a
pritokové rychlosti. Vyt&%ek izolované &isté kyseliny L-asparagové se pohybuje kolem 94 a!l
96 % hmot. teoretického zisku.

V dalsim je vyndlez blffe objasné&n v p¥fkladech provedeni, ani%¥ by se jimi omezoval.
P¥{klad 1

Produk&ni{ kmen Escherichia alcalescens Asp 24 byl ze Zikmého agaru zaodkovan kliZkou
do 250 ml Erlenmayerovy bafiky obsahujfcf 70 ml %fivného sterilniho média tohoto sloZen{:
1 & hmot. kvasni&ny autolyz&t, 0,5 % hmot. pepton, 0,9 % hmot. kyselina fumarovd a 0,75 &
objem. hové&zfho vyvar 5 x koncentrovany, pH 7,0. Kultivace vegetativniho inokula probfihala
na rota&ni tfepa&ce 16 hodin p¥#i teplot& 37 Oc. z{skané inokulum bylo pouZito k zao&kovani
vlastnich produk&nich ban&k.

ziskanym inokulem bylo zacZkovdno 10 varngch kulatych bandk o objemu 750 ml, je# obsaho-
valy po 100 ml Zivného média vyZe uvedeného sloZenf. Bylo pou¥ito 1 ml inokula na 100 ml
Zivného média. Kultivace probfhala na rota&ni t¥epa¥ce po dobu 16 hodin p¥i teplot& 37 c.
Po ukon&eni kultivace byly suspenze bundk slity, stanovena enzymovd aktivita, kterd byla
31/ukat/g vlhk¢ch bun&k, bunky byly odstfeddny a ziskany sediment byl pou¥it pro p¥ipravu
heterogenniho biokatalyzdtoru.

Vlhk& bun&&nd pasta byla rozmichdna ve fyziologickém roztoku tak, aby vznikla suspenze
o obsahu 20 % hmot. vlhkych bun&k. Suspenze byla zahfdta na teplotu 50 % a poté bylo p¥idéno
stejné mnoZstvi 5 % hmotnostnfho roztoku genu-carrageenanu 55 %¢ teplého. Sm&s byla dikladn&
promichéna, ochlazena na teplotu 10 ° a pfevrstvena 2,24 % hmot. roztokem chloridu draselné-
ho o teplot& 10 ©c. Po 24 hodinéch byl vznikly heteragenni{ biokatalyz4tor rozmixovdn v mixeru,
suspenze biokatalyzAtoru byla odst¥ed&na a sediment byl pouZit pro diskontinudlni p¥ipravu
kyseliny L-asparagové. -

Heterogenni biokatalyzdtor o aktivit& 1,7 pkat/g vlihkého gelu v mnoZstvi 50 g vlhké
hmotnosti byl rozsuspendovdn v 1 litru 14,9 % hmot. roztoku fumaranu amonného, pH 8,5,
je% obsahoval 0,08 % objem. nonylphenolpolyetylenoxidu. Suspenze byla michéna p¥i 37 %c.
Ke 100% konverzi na aspardt amonny doflo za 4 hodniny. Po této dob& byla reakéni sm&s odst¥e-
déna, sediment biokatalyz&toru znovu resuspendovén v 1 1 14,9 % hmot. roztoku fumaranu amonné-
ho a cely postup byl opakovén.

Konverze byly opakovény celkem 9krédt bez znatelné ztrity enzymové aktivity heterogenniho
biokatalyzdtoru. Ze supernatantl byla izolovéna kyselina L-asparagovd dpravou pH na 2,8
pomoci kyseliny sirové o koncentraci 70 % hmot. a ochlazenim na teplotu 10 °c. Celkovy
vyt&Zek byl 1 120 g kyseliny L-asparagové, to je 94,2 % hmot. teoreticky ziskatelného mnoZstvi.

P¥iklad 2

Bufiky kmene Escherichia alcalescens Asp 24 byly p¥ipraveny shodnym postupem jako v pif-
kladu 1. Zfskand bun&&nd pasta byla rozmichdna ve fyziologickém roztoku tak, aby vznikla
40 % hmot. suspenze vlhkych bun&k. Suspenze byla zah¥4ta na teplotu 45 % a poté k ni bylo
pfidédno tiindsobné mnoZstvi 4 % hmotnostntho roztoku genu-carrageenanu o teplot& 50 °c.
Smé&s byla dikladné& promich&na a za tepla kapdna do chladného roztoku chloridu draselného
o koncentraci 2,24 % hmot. pYevrstveného vrstvou parafinového oleje. Vytvo¥ené kulidky
heterogennfho biokatalyzAtoru byly ponechdny 24 hodin v roztoku chloridu draselného o koncen-
traci 2,24 % ‘hmot. a teploté 10 °c. Jejich povrch byl zpevnén nédsledujicim postupem.
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Kulidky heterogennfho biokatalyzdtoru o celkové hmotnosti 100 g a priméru okolo 3,5 mm
byly vychlazeny na 5 °C a pfevrstveny 113 ml roztoku, ktery obsahoval 0,5 M fosfdtovy pufr
pH 7,0, chlorid draselny o koncentraci 2,24 % hmot. a 1,6-diaminohexan o koncentraci 0,99 %
hmotnostnich. ' v

Roztok mé&l teplotu 5 %¢c. smés byla mirné& michdna po dobu 5 minut a poté bylo p¥iddno
48,6 ml o sloZenf: 0,5 M fosfore&nanovy pufr, pH 7,0 chlorid draselny o koncentraci 2,24 %
hmot. a glutaraldehyd o koncentraci 0,95 % hmot. Ve bylo op&t michéno p¥i 5 %¢ po dobu
30 minut. Cerven& zbarvené kuli¥ky biokatalyz&toru byly ndkolikr&t promyty dostate&nym
mno¥stvim roztoku chloridu draselného o teplotd 10 9c a koncentraci 2,24 % hmot. CAst kulidek
byla poufita ke stanoveni enzymové aktivity a 90 g biokatalyzdtoru bylo poufito k semi-
kontinudlni konverzi fumaranu amonného na L-aspartan amonng.

Kuli&ky heterogennfiho biokatalyzdtoru o aktivité& 0,85 pkat/g vlhkého biockatalyzétoru
byly pfevrstveny 1 1 fumaranu amonného o koncentraci 14,9 % hmot., pH 8,5, je¥ obsahoval
octylphenolpolyetylenglykolether o koncentraci 0,2 % objem. Sm¥s byla jemn& mich&na p¥i
37 °C. Ke 100% konverzi na L-aspartan amonny do¥lo za 9,5 hod. Rozrok aspartanu amonného
byl opatrn& odsdt a konverze byla opakovédna vyZe popsanym zplsobem celkem 15krdt. Ztrdta
aktivity biokatalyzétoru po ukoneni vEech konverz{ nep¥eviZila 2,5 % pivodn{ aktivity.

Ze spojenych odsédtych roztokld aspartanu amonného bylo postupem uvedenym v p¥ikladu
1 izolovéno 1 880 g kyseliny L-asparagové, co?f pYfedstavuje 95 % teoretického zisku.

P¥i{klad 3

Builky kmene Escherichia alcalescens Asp 24 byly ziskdny postupem shodnym jako v p¥ikladu
1. Bun&&ny sediment byl rozmfchdn ve fyziologickém roztoku tak, aby vznikla suspenze o kon-
centraci 42,5 % hmot. vlhkych bun&k. Smé&s byla zah¥4ta na teplotu 45 % a poté k ni bylo
- p¥id&no t¥in&sobné mno¥stvi 50 °c teplého roztoku genu-carrageenanu o koncentraci 4 % hmot.
Po ddkladném promfché&ni byl ke sm&si p¥iddn roztok taninu ve fyziologickém roztoku o koncentraci
1 % hmot. tak, aby v¢sledn& koncentrace taninu v gelu byla 0,1 % hmot. VZe bylo op&t ddkladnd
promichéno a za tepla vylito na misku tak, aby vrstva gelu byla vysok4d maxim&ln& 5 a% 6 mm.

Ztuhly gel byl pfevrstven roztokem chloridu draselného o koncentraci 2,24 $ hmot. a
ponechdn 24 hodin p¥i 10 °c. Vytvrzeny gel byl roz¥ezén na &dstice 5 x 5 x 5 mm a poté
pouZit.na kontinudlnf kolonovou p¥ipravu kyseliny L-asparagové.

Kosti&ky heterogenniho biokatalyz&toru o celkové hmotnosti 95 g a aktivité 0,75 mkat/g
vlhkého biokatalyzdtoru byly napln&ny do termostatované kolony o rozm&rech 2,6 x 25 cm
a teplotd 37 % a gel byl ponechdn aktivovat po dobu 48 hodin pritokem 140 ml/hod roztokem
fumaranu amonného o koncentraci 14,9 % hmot. a p¥i pH 8,5. Po skonfen{i aktivace byl pritok
fumaranu amonného sniZen na 70 ml/hod. Konverze fumaranu amonného na Le-aspartan amonny
probfhala p¥i 37 ¢ po dobu 40 dnd bez zjistitelné zmdny enzymové aktivity pouZitého bio-
katalyzdtoru. Celkem bylo za uvedené obdobf zkonvertovédno 67,2 1 roztoku fumaranu amonného.
Izolac{ podle p¥fkladu 1 bylo ziskdno 8,35 kg kyseliny L-asparagové, coZ je 94,1 % teoretické-
ho mno%stvi.

P¥{klad 4

Bufiky kmene Escherichia alcalescens Asp 24 byly ziskdny postupem shodnym jako v p¥ikladu
1. Buné&ny sediment byl rozmichdn ve fyziologickém roztoku tak, aby vznikla suspenze o koncen-
traci 42,5 % hmot. vlhkgch bun&k. Sm&s byla zah¥4ta na teplotu 45 % a poté k ni bylo p¥idé&no
t¥in4sobné mno¥stvi 50 °c teplého roztoku genu-carrageenanu o koncentraci 4 % hmot. Po
ddkladném promfchdn{ byl ke sm&si p¥idén roztok taninu ve fyziologickém roztoku o koncentraci
1 % hmot. tak, aby vyslednd koncentrace taninu v gelu byla 0,1 % hmot. Smé&s byla dukladné&
promichdna a za tepla kapdna do chladného roztoku chloridu draselného o koncentraci 2,24 %
hmot. a teploté& 10 °c.
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Kuli&ky heterogennfiho biokatalyzdtoru o aktivité& 1,35 nkat na 1 g vlhkého biokatalyzdtoru
byly napln&ny do kolony a p¥i 45 ¢ aktivovdny po dobu 48 h roztokem fumaranu amonného
o koncentraci 22 % hmot. a pH 9,5. Po skonleni aktivace byla provdd&na konverze fumaranu
amonného na L-aspartan amonny za shodnych podminek p¥i pritoku 100 ml/h. Po 60 dnech nebyla
zaznamendna zm&na enzymové aktivity poufitého biokatalyzdtoru. Po izolaci bylo celkem '
ziskéno 17,1 kg kyseliny L-asparagové, coZ je 95 % teoretického vyté&Zku.

P¥Lklad 5

Ke kuliZkdm heterogennfho biokatalyzdtoru p¥ipraveného podle p¥fkladu 4 byl p¥idén
roztok fumaranu amonného o koncentraci 1 % hmot., pH 6,5, obsahujicf oktylfenolpolyetylen-
glykolether o koncentraci 0,2 % objem. Sm&s byla jemnd mfchdna p¥i 15 ©C. Ke 100% konverzi na
L-aspartan amonny do3lo za 2 h. Roztok aspartanu amonného byl opatrn& odsdt a konverze
byla opakovédna uvedenym zpﬁsobem-celkem 20krdt. U biokatalyzdtoru nebyla zaznamendna ztréita
pivodni enzymové aktivity.

PREDMET VYNALEZU

Zpisob vyroby kyseliny L~asparagové pomoci heterogennich biokatalyzdtord pomoci mikro-
bidlnich bun&k s aspartasovou aktivitou vyznadujicf se tim, %e se vodny roztok fumaranu
amonného o koncentraci 0,75 a% 22,5 % hmot., s hodnotou pH 6,5 aZ 9,5 a p¥isadou hofednatych
iontld uvadf pfi teploté 10 a%¥ 50 °C ve styku s heterogennim biokatalyzdtorem, ktery se
p¥edem p¥ipravi pisobenim oktylfenolpolyetylenglykoletheru nebo nohylfenolpolyetylenoxidu
nebo pfimo roztokem amonné soli kyseliny fumarové nebo asparagové s p¥idavkem amoniaku
na mikrobi&lni bufiky, obsahujicf{ enzym L-aspardt:amoniak ly&zu, zabudované do gelu genu-
-carrageenanu, nadeZ se po ukon®eni konverze izoluje z oddéleného kapalného pod{ilu kyselina
L~asparagov4.
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