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Er'rn paspaóorau óltcrpo4eržcrsy}ouuů z npocroř uero4
HPLC onpeaeJleHllfi coÁep)Kautla copduuosoř xl4cnorH n su-
uax. Bpeltn o'npeÁed'IeHu' 2_3 rr,ruHyrsr. Ans u3onl4po-
uauua copóunoaotž xucnorrr I-I3 MaTpI,rubI Mo>1<Ho BbIroÁHo
npuMeguTb KoJToHKlI oTeqecTBegHoro npol{3BoÁcTna. MeroÁ
noÁxoÁI.{T Á'lfi |IccJIeÁoBa'HIlff coÁepxaHltq copóI,IHosoťl xt,lc-
JIoTbI B ypoBH'Ix 0,1 ur . ;r-1 u óH npl,rMeHt.iM He ToJIbKo
ÁJIÍ BIlHa' a Taxxe I,r Á"1' Ápy|ux rzs4enuIl npoMbIIIIJ'IeH.
HOCTI] HAIIHTKOB.

! .

Špinar, B. . Kellner, v. . čulÍk, |.: Sorbic Acid Determř
nation in Wines Using HPÍ,c. Kvas. průrrr', 36, 1990, No. 4,
pp 99-101.

A rapid and simple HPLC method for the determina-
tion of sorbic acid Ín Wines was developed. The t ime

1. ÚvoD

Imobilízace bíokatalyzátorů - enzymů, organel, mi-
krobiálnÍch a rostlínných buněk a jiných biologických
systémů _ je v současné době předmětem celosvětové
pozornosti. Imobilizované biokata1yzátory uskutečňují
biochemické reakce za mnohem stabilnějších podmínek
než jej ich volné formy a celý proces je mnohem výhod.
nější z hlediska ekonomických ukazatelů. S rozvojem
technik imobilizací celých buněk v 70. Ietech se objevila
řada studiÍ o možném využití ímobilízovaných buněk pro
přípravu organÍckých kysel in [1].

V poslední době stoupá poptávka po kyselíně L.jab.
lečné vzhledem k jejímu využití v potravinářství [např.
ochucovadlo V nealkohol ických nápojích, cukrovinkách,
ovocných a zeleninových konzerváchJ, farmaceutickém
průmyslu, medicíně, zpracovánÍ kovů, výrobě čistÍcích
prostředků atd. organickou syntézou vzniká směs D.fo.
rem a L.forem; L.izomer se získává např. izolací z pří.
rodních štáv nebo rozdě]enÍm směsi izomerů. Žaaný
z uvedených způsobů však není technologicky přílÍš
efektívní. Bylo proto vyvinuto značné úsití k vypraco.
vání ekonomicky výhodné pŤípravy kyseliny L.jablečné
pomocí buněk mikroorganismů. Jako surovina pro fer.
mentačnÍ přípravu byl studován ethanol |2], n.parafíny
.[3] a acetát [4]. Tyto práce maií však pouze teoťetický
význam, protože 'iejích eÍektivnost není pio eventuálnÍ
průmyslovou apl ikaci dostatečně vysoká.

zatím jedinou ekonomicky výhodnou přípravou ie vy.
uŽití enzymové transformace kyseliny fumarové [5]. Na
tomto principu ie zaloŽen doposud iediný průmyslově
využítý postup k přípravě kyseliny L.iablečné, který vy.
vinu]a iaponská firma Tanabe Seiyaku Co., I,td' V konti.
nuálnÍm procesu bylo zpočátku používáno buněk Breui
bacterium ammoniagenes, imobil izovaných v polýakryl-
amidovém gelu [5]' v současné době byla účínnostpro.
cesu zvýšena zavedením nového kmene BreuÍbacterium
flauum a použitím 

'ť.carrageenanu iako nosné matrice
[6]. Produktivita imobíl izovaných buněk dosahuie za op-
timá]ních podmínek 42 kg kyselíny L.jablečné za hodinu
v koloně o ob1.emu 1 000 l '

Příprava kyseliny L.iablečné enzymovou transformací
kvse]in'v frrmarové bvla studována v Ústavu órsanÍcké
cňemie'a biochemie čsev. ayt ověřen neíen postup ja.
nonských autorů, ale i další možnosti, které bv mohlv
přispět k řešen'í problematiky. Byly nalezeny bakteriální
kmenv s vvsokou Schopností konverze fumarátu na L-

of the determination is from 2 to 3 minutes. The iso-
lation of sorbic acid from matrix can be performed in
the column of a domestic proveníence. The method ís
suitabIe for the detectíon of sorbíc acid above 0,1 mg
.I-1 and it can be used not only \r ith wines but with
other beverages as well.

špinar, B. . Kellner, V. . čulík, I.: HPl0.Bestimmung des
Sorbins-Sáuregehalts in Weineu' Kvas. prúm., 36, 1990,
Nr. 4, S. 99-101.

Es wurde eine schnelle und einfache HPLC-Methode
der Bestimmung des sorbinsáure8ehalts in wein ent.
wÍckelt. Die Bestimmungsdauer betrágt 2 bis 3 Minuten.
Zur Isolation der Sorbinsáure aus der Matrix klnnen
mit Vorteil Kolonnen Ínlándischer Provenienz angewandt
werden. Die Methode ist Íiir die ErmÍttlung des sorbin-
sáuregehalts ím Niveau iiber 0,1 mg. l-1 geeignet und
kann nicht nur bei Wein. sondern auch bei anderen Er-
zeugnissen der Getránkeindustrie applizÍert werden.

malát a byly určeny optimálnÍ podmÍnky pro jejich vy.
užÍtí [1l. Tyto základnÍ poznatky byly předány do Vý.
zkumného ústavu koncernu Konzervárny a.lihovary, je.
hoŽ úkolem bylo vypracovat nový pracovní postup, u.
možňujícÍ ekonomicky přijatelnou přípravu kyseliny L.
jablečné imobilizovanými mikrobíálními buňkami, vyuŽi-
tými v kontinuálnÍm procesu.

2. MATERIÁL A METoDY

2.1 Mikroorganismus a médium

Z Íady mikroorganÍsmů byl vybrán pro vysokou trans"
formační aktivitu přeměny fumarátu na L.Úralát, pro vy.
sokou stabilitu a moŽnost různých zásahů {q procesu
imobilizace bez ovlivněnÍ aktivity irřírodní izolát, určený
v Čs. sbírce mikroorganÍsmů Uníversity I. E. Purkyíě
v Brně jako Corynebacté|ium species'

Kult ivace se prováděly v kompletním médiu IKM)
o sloŽení: živný bujón č.1 t8 g)' kysetý hydrolyzát ka.
seinu [5 gJ, kvasničný .aútolyzát (10 s]' pítná voda
(k doplnění na 1000 ml). '  pH 7,0 [úprava NaolIJ. Dále
se pouŽívalo médium o složení: kyselý hydrolýzát ara.
šidové mouky [250 ml), kvasničný autolyzát (5 g]' pitná
voda [k doplnění na 1000 mlJ' pH 7,0 [úprava NaoHJ.
obě médía byla sterilována při 120 oc 30 minut. ]

Kmen byl udržován na agarech KM a pasáŽován po
30 dnech, dlouhodobě byl uložen v 150/o vodném roztoku
glycerolu při _20 oC.

2.2 Kultivace

100 ml Erlenmayerovy baňky s 10 ml média byly oč.
kovány kmenem vyrostlým na šikmém agáru. Po 24. ho.
dínách kultivace na rotačnÍ třepačce Ifrekvence otáček
1g0 min' lJ při 37 "C byly zaočkovány 1 mI tohoto ino.
kula 500 ml varné baňky se 100 ml mědia. Tyto baňky
byly opět inkubovány na rotačnÍ třepačce při 37 oc po
dobu 24 aŽ 30 hodin.

Fermentor o celkovém plnicím obsahu 75 l (Bioengt.
neering, Švýcarsko) byl plněn 35 l média a očkován
0.7 l ínokula. narostlého v 500 ml baňkách za 24 hodÍn.
Kultivace probíhala 3o aŽ 52 hotlin při 37 "c, vz.lušriění
B,5 l/.min a frekvencl otáček rníchadia 400 za ÍIlinutu.
Počáteční pH 7'0 nebylo během fermentacé regulovánÓ.
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2.3 Přípriva imobitizátu

Bakteriální buňky byly imobil izovány po zkoncentro-
vání z růstového média metodou zachycenÍ v polymernÍ
matrici alginátu vápenatého [7' 8].

Alginátový imobilizát byl přÍpravován ze směsi: algi.
nát sodný ILF 10/60J 2 0/o, buněčná pasta bakteríálnÍřh
buněk (20 o/o sušiny] 15 0/o, destitovaná voda 83 %. Vis.
kÓzní roztok alginátu sodného byl zhotoven z potřeb.
ného množství alginátu a asi 2l3 potřebného mnoŽství
vody. Buňky získané odstředěním z kultivačního médía
při frekvenci 3000 otáček za minutu po dobu 15 mÍnut
byly po promytí fyziologickým roztokem rozmíchány

. ve zbylém množství vody a př idány k roztoku alginátu.. 
Tato ' suspenze byla po dokonalém promíchání kapána
kapilárami do 1'0/o roztoku chlorídu vápenatého' Výtvo.
řené kuličky o průměru asÍ 4 mm byly v roztoku pone.
chány 3 hodiny za stálého mÍchání za účelem vytvrzení
[1 g al8inátu naváŽe 0,065 g iontů Ca2+J. V některých
případech' aby se zvýšíla pevnost a stabilita ímobilízátu,
byly částice sušeny při teplotě 30 "C po dobu 16 až 20
hodin. Po usušení byl imobilizát máčen 30 minut v roz.
toku chloridu vápenatého [c: 0'5 mol/lJ nebo v roztoku
síranu hlÍnitého [c : 0,1 mol/]]. Sušený Í nesušený imo.
bit izát byl promýván fyziologickým roztokem a pak ak.
t ivován v roztoku fumarátu sodného [c : i  mol/l] s pří-
davkem detergentu, buď stáním při laboratorní teplotě
nebo inkubací při 37"C na třepačce po dobu 8 aŽ zoho.
din. Po promytÍ fyziologickým roztokem byl ímobilizát
připraven k použití, popř. bvl uschován v roztoku fu.
marátu sodného [c : 0,1 mol/l) př i  5"C.

2.4 Analytické metody

2.4,1 stanoDení dikarboxalouých kgselin

..Za předpokladu minimální tvorby vedtejších produktů
Ize tvorbu kyselíny L-jablečné sledovat na úbytku kyse.
liny fumarové. KyselÍna fumarová byla stanovena UV
spektroskopiÍ pŤi 250 nm v acetátovém tlumivém roztoku
IpH 8'0) [9]. Přesné sloŽení produkční Směsi dikarboxy.
lových kysel in bylo určeno kapal inovou chromatografiÍ
za použití náplně kolony ostion LGKS 0800 fkatex H+).

2.4.2 Stanouení trans|ormaóní a,ktiDita intaktních buněk

Transformační aktivita intaktních buněk byla určena
následujícím způsobem: do 100 ml Erlenmayerovy baňky
bylo k přesné navážce buněčné pasty bakteriálních bu.
něk fasi 0'5 g} př idáno 10 ml fumarátu sodného [c :
= 1 mol/l) s O,020/o CTAB [cetyltr imethylamonium bro-
mid] a po dokonalérq rozmíchání byla suspenze Ínku-
bována při 37 "C na rotačnÍ třepačce po dobu 2 hodin.
Poté byly buňky ihned odděleny centrifugací (př i frek.
Venci otáček 3000 za minutu, 15 minut] a v supernatantu
bylo stanoveno množství kyselíny L-jablečné. Aktivita
buněk ie vyiádřena mnoŽstvím kyseliny L.iablečné vytvo-
řené 1 g buněčné pasty bakteriálnÍch huněk za 1 hodln'.r
v jednotkovém objemu substrátu.

2.4.3 stanoDení transÍormační aktiDita žmobilizouaných
buněk

Aktivita imobilÍzovaných buněk byla v dlouhodobých
pokusech vyjadřována stupněm konverze kyseliny fuma.
rové na kyselinu L.jablečnou za určitý časový úsek,
popř. bya vlyjádřena stejným způsobem jako u intaktních
buněk. stanovení bylo provedeno takto: imobíl izát s přes.
ně definovaným množstvím buněk byl inkubován v urči.
tém mnoŽství roztoku fumarátu sodného Íc = 1 mol/l. l
přÍ 37oC na třepačce po určitou dobu. Poté byl odebráň
vzorek substrátu na stanovení dikarboxylových kyse!i..

MnoŽství buněk v imobilizátu bylo stanoveno po loz-
puštění gelové matrice v 30/o roztoku citronanu s-odného
za stálého míchání přÍ 30.c. Uvolněné bakterie byIy za-
koncentrovány centrífu8ací a dokonale promyty fyzíolo.
gickým roztokem. Po další centrifugaci bylo jejich
množství určeno gravimetricky [sušění'3 hodinv při
105"c). PomocÍ kal ibrační kř ivky byla provedena korek.
ce na množství buněčné pasty bakteriálních buněk. ]

3. VÝSLEDKY A DISKUSE

3.1 Vliv růstové fáze mikroorganismu na transformační
aktivitu přeměny fumarátu v L.malát a fumarátu v suk-
cinát

TransformačnÍ aktivita přeměny fumarátu v L-malát
se mění v závislosti na stáří buněk. Bylo tedy nutno
určit, v které fázi růstu buněk je nejvýhodnější připravÍt
Ímobilizát. Závislost sledovaná od počátku lo8aritmické
Íáze aŽ do fáze poklesu vykazuje u intaktnÍch buněk
výtazná maxima kolem 6. a 26. kultivační hodiny, u imo.
bi l izovaných buněk bylo zvýšení aktivity zaznamenáno
pouze kolem 20. hodiny kult ivace, j inak se hodnoty ak-
t ivit udržovaly na konstantní hladině Íobr. 1J. To by

obr. 1.' záDÍslost transÍo|mační' aktiDita přeměny f uma.
rátu u L-malát na |yziologickém stáří buněk
Ťáru translormační aktivita přeměny fumarátu
v L.malát [mmol/t. h)' ř - nárůst buněk (8 buněčné
pasty bakteriálnÍch buněk/100 ml médÍa)' / - fyziolo8ické
stářÍ buněk (h)' í _ TAFM pro intaktnÍ buňky' 2 _ TAFM
pro imobil izované buňky aktivované oTAB' 3 - TAFM pro
imobil izované buňky aktivované Fel tauri, 4 - nárůst
buněk

znamenaIo, Že kolÍsání transformační aktivÍty intaktních
buněk lze př ičíst spíše změnám susceptibi l i ty buněčné
stěny a tím Í změnám difúzní bariéry pro substrát než
změnám ve výši hladiny fumarasy.

Protože v reakčnÍ směsÍ nevznÍká pouze L.malát ale Í
sukcinát, byla studována též závis]ost tvorby sukcinátu
na fyziologÍckém stáří burrěk (oĎr. 2). Yýrcznéjší trans.

TArs

obr.2. Záuislost transIormační aktiuitg přeměny fuma.
|átu U sukcindt na fyziologickém stáří. buněk
rÁFs je transformační aktivita přeměny fumarátu v suk.
c inát [mmol i8 .  h),  Í _ fyz io lo8ické stáří buněk th),  í -

. intaktní buňky 2 _ imobÍ]iŽované buňky

f ormační aktivita přeměny fumarátu v sukcinát byla
zaznamenáli'a mezi 20. až 24. hodÍnou kultivace, u imo.
bi l izovaných buněk je množstvÍ sukcinátu podstatně
niŽší.

012
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teplota
( 60 oc, 60 minut )

močovina
Í2 mo|/|' 37 oC
3q minut l

Tabulka 7. vliu močouiny a zu!šené teplotg na transfor.
maci |umardtu D L.malát u intaktníeh buněk Coryne-
bacterium species v různých fázích růstu

a] transformačnÍ aktivita nezpracovaných bakteriál.
ních buněk představuje 100 0/o

b) buněčná suspenze ve fyziolo8ickém roztoku (0,18
buněčné pasty bakteríáInÍch buněk v]oženo do 0,9
ml] Vystavena účinkům zvýšené teploty nebo k nÍ
byla př idána močovina.

Ke zjištění míry stability enzymu byly intaktnÍ buňky
v různých fázích růstu vystaveny účÍnkům močoviny a
zvýšené teploty a byla detekována zbytková transfor.
mační aktivita'

Z výsledků Ítab, 1.) je zŤejmá vyšší Stabi l i ta intakt-
ních buněk ve stacionárnÍ fázi růstu.

Po zhodnocenÍ všech výsledků se jeví jako nejvýhod.
nější imobilizovat bakteriálnÍ buňky, získané v první
fázi stacÍonátni Íáze fasi za 30 hodin]. Buňky jsou již
dostatečně narostlé a mají dostatečně vysokou a Stabi lní
transformační aktivitu. Další kult ivace, kdy se j iŽ ne-
zvyšuje objem biomasy' by pří průmyslové apl ikaci ne-
byla výhodná.

3.2 Aktivace buněk

Jestliže je tvorba Žádoucího produktu katalyzována pou-
ze jednÍm enzymem Ímobilizované buňky, Ize produkci
zvýšittzv.aktivacÍ, tj.vyuŽitím různých postupů od che.
rnických až po fyzÍkáIní [zpracování detergentem, tepel.
ný šok. použitÍ různých che'mických sloučenin) [10].

Nevýhodou v této práci studovaného systému je tvorba
ved]eišího produktu sukcinátu. Proto bylo nutno hledat
podmínky, jak aktivovat buňky pro vysokou tvorbu L-
malátu a zároveň snížit tvorbu sukcínátu na minimum.
Je1ikož bakteriá1ní sukcinátdehydrogenasa (Ec1,3.9.91]'
která ie za tvorbu sukcinátu odpovědná, ie lokal izována
v bttn'ěčné membráně [11] a fumarasa IEC 4.2.72) vbll-
něčném cytosolu I1]' Íe aejvýhodněiší zpracování imo-
bilizovaného systému detergentem. Dojde přitom k čás.
tečnému narušení bakteriální stěny a tím sníŽení akti-
víty sukcin.átdehydrogenasy, zároveň se zvýší propust.
nost bakteriální stěny pro substrát.

Z řady detergentů byl zpočátku vybrán iako nejvhod-
něíši CTAB Icetyltr imethylamonium bromid), ovšem při
převádění pokusů do většího měřítka se ukázalo sníŽení
aktivity sukcinátdehydrogenasy nedostatečné, a proto
bvl v dalších Dokusech oouŽíván k aktivaci imobilizátu
Dřípravek Fel tauri fsušená hovězí ž]uč v prášku), roz.
pirštěný v roztoku fumarátu sodného Ic:1mol/ l) .  Byty
stanoveny optímální podmínky aktivace tímto příprav.
kem. především koncentrace, doba působení, teplota a

Tabulka 2. Tuorba kgseliny L.iablečné a kaselinu Íanta.
|oDé D zduislostŽ na koneentTaei FeI tauri a způsobu aktt-
uace [doba aktiuace 20 hodin)

Tvorba kyseliny
L-jablečné.

za 24h (mol/l l

stání při
laboratornÍ

teplotě
třepačka
při 37 oc

způsob pouŽitÍ. z výsledků uvedených v tabulce 2 a 3
vyplývá' Že se zvyšováním koncentrace Fel tauri se sni-
Žuje tvorba kyseliny jantarové a zvyšuje tvorba kyseliny
L.jablečné. Jako dostatečný se ukázal čas 16 hodÍn na
třepačce při 37 "C a při koncentracÍ 0,6 0/o FeI tauri v roz.
toku fumarátu sodného [c:1 mol/l]. StánÍm imobil i .
zátu při laboratornÍ teplotě nebylo potlačenÍ tvoÍby suk.
cinátu dostatečné. Vyšší koncentrace Fel tauri nebo

Tabulka 3. Toorba kasetinv L-|ablečné a kaselinv ianta.
|ouě D zdDislostt na době aktiuace [koneent|ace FeI tawi
0,6 0/o , třepačka přž 37 "C )

delšÍ doba aktivace vedly k většÍmu nárušení imobilizo-
vaného systému a k vyplavovánÍ buněk z alginátové
matrice.

3.3 Zvýšeni stability irnobilizovaných buněk

Snaha zÍskat imobilizované buňky se zvýšenou stabi.
Iitou vedla řadu autorů ke zkoumání růzíých způsobů
BtabilÍzace biokatalyzátorů, a to' především kovalentním
prolrříŽením polyfunkčními činidly [.72' 73, 14, 15]. DaI.
ším zajímavým postupem je stabi l izace alginátových
lmobilizátů jejich částečným vysušením a následným ii.
mitovaným nabobtnáním v roztoku stabilizačnÍho čint.dla
t161.

Stabilní biokatalyzátory jsou základní podmínkou pro
průmyslové využití, proto se hledal vhodný způsob šta.
bilizace' Byl testován účinek různých koncentracÍ glu..
taral-dehydu, slyoxalátu, polyethyleniminu, tanlnu a jo.
distanu v odlišných časových intervalech, a to Jak u in.
taktních buněk, tak u imobilizátů. Všechny výslérlky j,sou
podrobně popsány v kandidátské dizertační práci [1].

Zádný z testovaných postupů kovalentní modifikace
imobilizátů však nevedl k dostatečnému zvýšení operač.
ní stabÍlÍtý při zachování vysoké hladiny tvorby t-ma.
látu. Téměř všechna činidla se proievi la.Íako Ínhibitoi i
aktivity fumarasy, pouze při použití taninu byla aktivita
zachována na vysoké úrovni. Proto byly založeny dlou.
hodobé pokusy na testování stability imobilizátu modi.
fikovaného taninem. V 1. pokuse byl tanin v mnoŽství
0'1 0/o přidán do roztoku chloridu vápenatého ICaCl2) na
vytvrzování, ve 2. pokuse byl tanin přidán přímo do šus-
penze buněk a alginátu. V obou případech byla proká.
zána zvýšená tvorba sukcinátu. |e pravděpodobné, že
přídavek tanínu, hydrofilní sloučeniny s množstvím hyd-
roxVIovýct| skupin. zvyšuie stabilitu bakteriální stěny
a tím i stabilítu sukcinátdehydrogenasy. Konverze fuma-
rátu v L-malát se drží v 1. pokuse na vysoké hladině
8o0/o za 24 hodín i po 680 dnech vvužívání imobilizátu,
ve 2. pokuse se zjistil mírný pokles konverze od 500. dne
vyuŽívání.

Jako neivhodněišÍ stabi l izace systému imobÍlÍzovaných
buněk se ukázalo parciální vvsušenÍ při 30 oc po dohu
76 až 2o hodin [obiem imobllizátu klesne asl na 5 o/oJ
a následné nabobtnání v roztoku chloridu vápenatého
cacl2) [c = 0.5 molAl nebo síranu hltnttého IAlz
Íso4)l) [c : 0.1' mo]/I] po dobu 30 minut. Další zvět.
šenÍ obiemu imoh1lizátu nastane během aktivace, aIe
pouze na třetinu původního obiemu, a ten zůstává za.
chován po celou dobu využívánÍ biokatalyzátoru.

3.4 StanovenÍ opelační stability imobilizátu

Vybrané systémy byly testovány na stabil1tu ve vsád.
kovém uspořádání za konstantnÍ teploty a frekvence tře.
pání. Současně byla sledována,tvorba vedlejšího produk*
tu sukcinátu' Z naměřených výsledků, uvedených na
obr. 3 a 4 vyp|ývá několik skutečností. Tvorba L.malátu
imobilizátem neaktlvovaným detergentem byla zpočátku

Koncentrace
FeI tauri
v roztoku

fumarátu sodného
(c : l  mol/t l

o/o

0,2
o,4
0,6

o,752
0,796
0,803

0,803
0,838
0,85r.

Tvorba kyseliny
L-iablečné

za zab Ímolll|

I
!2
to

lE
20

stánÍ přl
laborato!ní
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velmi niztrá, teprve po 40 dnech stálého kontaktu se sub-
strátem, kdy se narušÍ buněčné stěny, se blíŽí hodnotám
u detersentem aktÍvovaných buněk. Parciá]ně vysušené
a následně aktivované imobilizáty s CTAB vykazují stej.
ně vyso$ou tvorbu produktu jako imobilizáty nesušené,
ovšem p1odukce sukcínátu je mnohem vyšší a zatímco
u nevysúšených imobilizátů poměrně rychle klesá, u su.
šenýčh si udržuje vyšší hladinu dlouhou dobu. Proto je
u sušených biokatalyzátorů nutná aktivace s FeI tauri,
kdy se úplně potlačÍ tvorba sukclnátu.

obr.3. VIIv aktiDace imobilizátu na stupeň konuerze |u-
ma?ótu na L.malát
K je konverze ío/o,,, t _ čas Ídny), í _ imobil izát aktivo.

.vaný 
oTAB, 2 - neaktivovaný imobil izát

Všechny uvedené typy imobilizátů vykazovaly vyso.
kou.tvorbu L-malátu po dlouhou dobu' Například v po.
kusech 'rvedených na obr.4 dosáhla konverze Íumarátu

0,2

obr.4. VIiu sušení imobilizdtu na transJormační aktiuitu
imobilizooaných buněk
K je kohverze fumarátu na L.malát [0/o]' s - množstvÍ
sukcinátu Imol/l)' í _ K pro ÍmÓbilizát nesušený' 2 -K pro imobilizát sušený, 3 - s pro imobilizát nesušený,
4 - s pro iÍnobilizát sušený

na L-rnalát maximálních hodnot ' 82 0/o Í reakčnÍ r.ovno.
váha) i po 7o0 dnech vyuŽívánÍ.

3.5 Konťinuální přÍprava kyseliny L.iablečné

CÍlem výzkumu je.vypracování podkladů plo zavedení
p-růmyslové výroby kyseliny L.jabtečné. Proto se přikro.
čilo po vyřešení přÍpravy stabilnÍho imobilizátu s. vyso.
kou transformační aktivitou přeměny fumarátu v L-malót
k testovánÍ imobi.lÍzátu v kontinuálním kolonovém uspo.
řádánÍ. Pokusy byly prováděny ve skleíěných kolonách
o oblemu 25 ml a 1l opatřených temperačním-pláštěm,
který umožnil udrŽovat teplotu v systému na hodnotě
37oC. Substrát roztoku fumarátu sodného 1c = lmol/lJ
byl přiváděn shora peristaltickým čerpadlem. Kolona
byla plněna imobilizátem ze 4|5 a ačkoliv vrstva imobi.
llzátu u lÍtrové kolony dosahovala do výšky asi 45 cm,

nebylo nutno ji rozděIit sítovými patry. Počáteční se.
sednutí vrstvy o 1 cm se ukáza]o jako konečné, a tedy
nedocházelo ke zvyšování tlaku ve vrstvě a tím ke snÍ.
Žování průtoku. Volný prostor nad imobilizátem byl po.
nechán pro dostatečné prohřátí substrátu a jeho rozdě.
lení po celé ploše průřezu. Jako rozhodujícÍ se, kromě
typu imobilizátu ÍnejvhodněišÍ sušený, aktivovaný Fel
tauri), ukázala pro vysokou produkci L-malátu rychlost
průtoku substrátu kolonou [vyjádřená tzv. retenčnÍm
časem _ dobou zadržení substrátu v koloně). Z výsled.
ků na oDr. 5 vyplývá, že tvorba L-malátu stoupá s kle.

1 2 3 4Í

obr,S, Žáuislost stupně konle|ze fumarátu na L.malát
na retenčntm čase
K Je konverze (0/o|, Í _ retenční čas [h}

sajícÍm průtokem (rostoucím retenčním časem]. ovšem
od uťčitého průtoku [asi 3 hodiny retenční čas} je zvy-
šovánÍ konverze nedostatečné, a proto by bylo neekono.
mické značně prodluŽovat retenční časy s výsledkem
malého zvýšení konverze. Přitom nezkonvertovaný fuma-
rát|zez produkčnÍho média snadno vysrážet koncentro-
vanou kyse]inou chlorovodíkovou a vrátit zpět do výro-
by' takŽe ke ztrátám substrátu nedochází. Pokud se udr.
žu'e proces na hranici reakčnÍ rovnováhy fkonverze
82 0/o), dochází ke zvýšené tvorbě sukcinátu, jehoŽ oddě-
lení z produkční směsi při izolacÍ kyseliny L.jablečné je
velmi obtíŽné [obť.6).

'  Na základě v této práci dosaŽených výsledků lze kon.
statovat, Že optimální doba zdrŽení substrátu v koloně
je 2 aŽ 3 hodiny' přítom konverze fumarátu na L-malát
je 70 aŽ 750/o a sukcinát se tvoří pouze ve stopových
mnoŽstvích. Při použití kolony 1000 l' průtoku 500 l roz-
toku fumarátu sodného (c:1 molÁJ za 1 hodÍnu by
při konverzi 7o0/o by|o produkováno 46'9 kg kyseliny L.
jablečné za hodinu.

obr,6. VlŽu průtoku substrátu na tuorbu sukeinátu.
K je konverze íumarátu na L.malát [0/o)' s _ množstvÍ
sukcinátu [mol/ l} '  T - retenčnÍ čas (h)

DaIší důleŽitou otázkou zůstává stabilÍta alginátového
systému imobilizovaných buněk během íejich kontinuál-
ního vyuŽívání po delši časovou periodu, nebot měření
byla prováděna v maximáInÍm časovém úseku 5 dnÍ, coŽ

K
1oo

o,1
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nemohlo tuto dtázku zodpovědět. cíIem dalších výzkumů
bude určit operační stabilitu daného biokatalyzátoru
v kontinuálním procesu.

4. zÁvĚR

cílem předkládané práce bylo získání poznatků rra je.
jíchŽ základě by mohl být vypracován technologÍcký
postup kontinuá}ní výroby kyselÍny L.jablečné.
Experimentální výsledky }ze shrnout do těchto bodů:

1. Pro přípravu biokatalyzátoru s dostatečně vysokou
operační stabiIitou a vysokou transformaČní aktÍvitou
premény fumarátu v L.maiát je Výhodné pouŽití kmene
Cara{7ebaclerium species ze stacionárnÍ fáze růstu.

2. Vyšší produkcÍ L-malátu a sníŽenÍ tvorby vedlejšího
produktu sukcinatu ]ze ovlivnÍt pouŽitím připravku Fe]
tauri. Aktivace se provádí inkuDacÍ imobilizátu v roztoku
fumarátu sodrrého [c: 1 mol/l] obsahujÍcího 0,6 0/o pr'l.
pravku Fel tauri př i  37.C po dobu 16 nodin.

3. za účetrem zvýšení stabiiÍty a pevnosti imobÍlizátu
je výhodné jeho sušení při 30 "C po Clobu 16 aŽ 20 hodÍn
a následné nabobtnání v roztoku chioridu vápenatého
nebo síranu hlinitého.

4. Takto př ipravené Ímobi]izáty lze pouŽívat k přípra-
vě kysel iny L-jabiečné vsádkovým způsobem, kdy i po
7U0 dnech Se dosahuje 80 % konverze fumarátu na L.ma.
|át za 24 hodin, nebo k přípravě způsobem kontinuálnim.

5. V kontinuálním uspořádánÍ lze při průtoku, který
odpovÍdá retenčnímu času 2 aŽ 3 hodíny, dosáhnout
konverze 70 až 75 Dio' otázka stabi]ity tohoto systému
je předmětem dalšího výzkumu.
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Kučerová, H. - Špačak, B. - černý, J.: Příprava kyseliny
L-iablečné pomocí imobilizovaných bakteriálních buněk.
Kvas. prům., 36, 1990, č. 4' s. 101-105.

Byly hiedány optimáInÍ podmínky přípravy biokataly.
zátoru pro výrobu kyseliny L-jablečné enzymovou trans.
formací kyselÍny fumarové a optimáIní podmínky jeho
vyuŽívání. Pro přípravu algÍnátového imobilizátu s vy.
sokou transformačnÍ aktivÍtou přeměny fumarátu v L.
malát a dostatečně vysokou stabi l i tou je výhodné pouŽltí
bakteriáIního kmene Corgnebacterium species ze stacio.
nárlí Íáze růstu. Zvýšení produkce L.malátu a sníŽení
tvorby vedlejšího produktu sukcinátu lze ovlÍvnit tzv.

aktivací pomocí detergentu. Zvýšení stability a pevnosti
Ímobilizátu se dosáhne jeho sušenÍm a následným na.
bobtnáním v roztoku stabilizačnÍho činidla. Při pouŽiti
Ímobilizátu vsádkovým způsobem je moŽno dosahovat
maximálnÍ konverze 820/0 po dlouhou dobu. Připravený
biokatalyzátor lze s výhodou pouŽÍt i v kontÍnuálním
procesu.

Kyuepona, |. - llInaqer, E. - {epntI, ÍI.: Ilonyvenue L-
qdfloqlroň KI{cJroTI't npu noMorqu umuodunnoupoBanHblx
daxrepua.nrHnx KJreroK. Ksac. npyrra., 36, 1990, Nq 4,
crp. 101-105.

Llcxanuct orrrltMaJrbHbre ycdrroBr.rff nofl yqeuur íuoxar aau-
3aTopa Á''IÁ npol{3BoÁcTBa L-gónoqnoů KEc"lIoTbI 9HsIIMHrIM
npeBpalqeHlÍeM Qytuapoaoů Kt4cJIoTbI I{ onTI,rMaJrbHbIe ycno.
B|1í e|o ucno.[b3oBaulls'. [lln npilroToBJleullfi aJIbruHaT.
noro nurrloóuJllíoaTa c sstcoxoťI tpaucQopuauuouHoů aK.
Tl{BHocTbIo npeBpau.leulzÍ Qyuapata B L.MaflaT t,t AocTaToq.
tto sltcoxoťl craóu"ruocrlp BbI|oAHo npr4MeHI,ITb IIITaMM
6 axt epzu C o I a neb act e I ium s p e c i e s .I,t3 cTaquoHapuoíl Q-asrr
pocra. Ha noBbIIIIeHI4e BbtxoÁa L.Iraalara !t noHnxeHue
oópasonauux nodoqHoro trPoÁyr<:ra cyKI{IIHaTa MoxHo oKa.
sats .qeůcrane T.Ha3' aKTI{BI'poBaHIzeM npl{ noMoUII{ Ae.
reprenra' |IosltureHue craóunlnocrn rl npoqHocTl,I nMMo.
íunusara AocTl{raeTcÍ npt,t cyIIIKe ero c ilocJleÁyrcEll{M
na6yxanueu B pacTBope cTaóLlJll.3ytoueno pearrnna. flpu
IlcnoJlb3oBaHI-I14 uMMoóuJIH3aTa EacaÁoqnt'raa cnoco6ou uorr.
Ho ÁocTilrHyTb MaKcI4MaJIbHoii xouaepcuu 820/o s nPoÁo.na.
xIrre"'IbHoe apevn. IIony.{enHHri 6uoxaranugarop MoxHo
BbIfoÁHo npI.{MeHI4Tb lI B He[pepblBHoM Ilpoqecce.

Kučerová, H. . Špaěek, B. - Černý, J.: Production of L.
Malic Aci.l by Immobilized Bacterial Cells. Kvas. průrn.,
36, 1990, No. 4, pp 101-105.

The optimum conditions for a preparation of the bio.
catalyst and its application in the production of L-malic
acid using the enzymic conversion of fumaric acid were
studÍed. For the immobil izatÍon in al8inate-the bacterial
straÍn Coranebacte|tum species from the stationary.
phase of growth was used. An increase of the L-malate
production to8ether wíth a decrease of the byproduct
[succinateJ formation can be affected by so cal led acti-
vation usins a deter8ent. An increasin8 Stabi]Íty of im-
mobíIized cel ls can be achieved by dryins fol lowed by
swelling ín the solution of the stabi]izer. Usin8 the batch
process the maximum conversion' oÍ 82 0/o can be achie.
ved for a long time. This biocatalyst can be used in the-
continuous process as well .

Kučerová, H. - špaěek, B. . černý, J.: AufbeÍeitung der
L.Apfelsáure mittels immobiliďerter bakterialer Zellen.
Kvas. prům., 36, 1990, Nr,4, S. 101_105.

Es wurden die optima]en Bedingungen der ProduktÍon
des Biokatalysators fúr die Erzeugun8 der L.Apfelsáure
durch Enzymtransformation der FumarsAure sowie auch
die optÍmalen Bedingungen seiner Ausnůtzung gesucht.
Frir die Aufbereitung des Alginat-Immobilisats mit einer
hohen Aktivitát der Transformation des Fumarats auf
L.Ma]at und einer ausreÍchend hohen Stabi l i tát Íst es
vorteilhaft, den bakterialen Stamm CorAnebacterium spe-
cies aus der stationaren Wachstumsphase zu benutzen.
Die ErhÓhung der L.Malat.Produktion und senkung der
Bildung des Nebenprodukts Sukzinats kann durch die
so8. AktivatÍon mittels eÍnes Detergents beeínÍlu8t wer.
den. Die ErhÓhuns der Stabilitát und Festi8keit des
Immobilisats wird durch seine Trocknung und nachfol-
gender Quellung in der LÓsung des Stabilisierungsmit.
tels erzie]t. BeÍ der Anwendung des Immobil isats im Ein.
setz-VeÍfahren kann uber eine lange Zeit die Maximal.
konversion von 82 0/o erreicht werden. Der aufbereitete
Biokatalysator kann mit VorteÍl auch im kontinuierli.
chen Verfahren angewandt werden.


