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JIEHMEM COZePXKaHUsi COPOMHOBOI KHCJIOTHI B BHHaxX. Kaac.
npym., 36, 1990, Ne 4, crp. 99—101.

Brin paspaboraH GBICTPOAEHCTBYIOIMA ¥ MPOCTOR MeTOn,
HPLC omnpefe/neHds cofepxaHusi COPOUHOBOH KUCJIOTH B BH-
Hax. Bpems ompenenenusi 2—3 MuHYTHL. JJas H30JHDPO-
BaHHs COPGHHOBOH KHCJOTHI M3 MATPUILI MOXKHO BBHITOLHO
IPHMEHHTh KOJIOHKH OTEYEeCTBEHHOrO NpoHu3BojcTBa. Meron
INOAXONUT JJIST HCCJICLOBAHHUS COLEPKAHUS COpPOHHOBOM KHC-
Jgorel B yposHax 0,1 Mr.Ja-l m OH NpPUMEHHM He TONBKO
/I BHHA, a Takke M JJIS IPYTUX H3JeIU# NPOMBIIIJIEH-
HOCTH HAIHUTKOB.

Spinar, B. - Kellner, V. - Culik, ].: Sorbic Acid Determi-
nation in Wines Using HPLC. Kvas. prtm., 36, 1990, No. 4,
pp 99—101.

A rapid and simple HPLC method for the determina-
tion of sorbic acid in wines was developed. The time

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 provenience. The method is
suitable for the detection of sorbic acid above 0,1 mg
.1-1 and it can be used not only with wines but with
other beverages as well.

Sninar, B. - Kellner, V. - Culik, ].: HPLC-Bestimmung des
Sorbins-Sduregehalts in Weineu. Kvas. prim., 36, 1990,
Nr. 4, S. 99—101.

Es wurde eine schnelle und einfache HPLC-Methode
der Bestimmung des Sorbinsduregehalts in Wein ent-
wickelt. Die Bestimmungsdauer betrdgt 2 bis 3 Minuten.
Zur Isolation der Sorbinsdure aus der Matrix konnen
mit Vorteil Kolonnen inldndischer Provenienz angewandt
werden. Die Methode ist fiir die Ermittlung des Sorbin-
sduregehalts im Niveau iiber 0,1 mg.1-1 geeignet und
kann nicht nur bei Wein, sondern auch bei anderen Er-
zeugnissen der Getrdnkeindustrie appliziert werden.
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1. OVOD

Imobilizace biokatalyzdtori — enzymid, 'organel, mi-
krobidlnich a rostlinnych bun&k a jinych biologickych
systémii — je v soudasné dob& predmétem celosv&tové

pozornosti. Imobilizované biokatalyzatory uskutediiuji
biochemické reakce za mnohem stabiln&j$ich podminek
neZ jejich volné formy a cely proces je mnohem vyhod-
néjsi z hlediska ekonomickych ukazateld. S rozvojem
technik imobilizaci celych bunék v 70. letech se objevila
Fada studii o moZném vyuZiti imobilizovan§ch bun&k pro
pfipravu organickych kyselin [1].

V posledni dob& stoupd poptdvka po kyseling L-jab-
le¢né vzhledem k jejimu vyuZiti v potravinafstvi (napft.
ochucovadlo v nealkoholickych népojich, cukrovinkéch,
ovocnych a zeleninovych konzervach), farmaceutickém
primyslu, medicing, zpracovani kovi, vyrobé d&isticich
prostfedkll atd. Organickou syntézou vznikd smés D-fo-
rem a L-forem; L-izomer se ziskdvA nap¥. izolaci z pfti-
rodnich $§tdv nebo rozd&lenim smé&si izomerd. Zadny
z uvedenych zplsobl vSak neni technologicky pfilis
efektivni. Bylo proto vyvinuto znaéné usili k vypraco-
vani ekonomicky vyhodné p¥ipravy Kkyseliny L-jable¢né
pomoci bun&k mikroorganismi. Jako surovina pro fer-
mentaéni p¥ipravu byl studovan ethanol [2], n-parafiny
3] a acetat [4]. Tyto prdce maji vSak pouze teoreticky
vyznam, protoZe jejich efektivnhost neni pro eventudlni
primyslovou aplikaci dostatecné vysoka.

Zatim jedinou ekonomicky vyhodnou pfipravou ie vy-
uZiti enzymové transformace kyseliny fumarové [5]. Na
tomto principu ie zaloZen doposud jediny pramyslové
vyu¥ity postup k ptipravé kyseliny L-jable¢né, ktery vy-
vinula japonskd firma Tanabe Seiyaku Co., Ltd. V konti-
nualnim procesu bylo zpoddtku pouZivdno bunék Brevi-
bacterium ammoniagenes, imobilizovan§ch v polyakryl-
amidovém gelu [5], v soufasné dob& byla u&innost pro-
cesu zvy$ena zavedenim nového kmene Brevibacterium
flavum a pouZitim x-carrageenanu jako nosné matrice
16]. Produktivita imobilizovanych bun&k dosahuije za op-
timélnich podmfnek 42 kg kyseliny L-jabletné za hodinu
v kolon& o objemu 1000 1.

Pfiprava kyseliny L-iabletné enzymovou transformaci
kyseliny fumarové bvla studovdna v Ustavu organické
chemie a bicchemie GSAV. Byl ovéfen nejen postup ja-
ponskych autorli, ale i dal$i moZnosti, které by mohly
pFispst k FeSeni problematiky. Byly nalezeny bakterialni
kmeny s vysokou schopnosti konverze fumaratu na I.-

imobilizace bunék, algindt, kontinudlni pFiprava kyseliny

maldt a byly urfeny optimalni podminky pro jejich vy-
uZiti [1]. Tyto z&kladni poznatky byly pfedany do V¥-
zkumného tstavu koncernu Konzervarny a’ lihovary, je-
hoZ tdkolem bylo vypracovat novy pracovni postup, u-
moZiiujici ekonomicky pfijatelnou pfipravu kyseliny L-
jable¢né imobilizovanymi mikrobidlnimi buiikami, vyuZi-
tymi v kontinudlnim procesu.

2. MATERIAL A METODY
2.1 Mikroorganismus a médium

Z fady mikroorganismii byl vybrdn pro vysokou trans-
formaéni aktivitu pfem&ny fumardtu na L-malat, pro vy-
sokou stabilitu a moZnost riiznych zdsahdi do procesu
imobilizace bez ovlivnéni aktivity pFirodni izolat, uréeny
v Cs. sbirce mikroorganismd University ]. E. Purkyné
v Brné jako Corynebacterium species. o

Kultivace se provadély v kompletnim médiu (KM)
o sloZeni: Zivny bujon & 1 (8 g), kysely hydrolyzat ka-
seinu (5 g), kvasniény -autolyzdt (10 g), pitnd voda
(k doplnéni na 1000 ml), pH 7,0 (dprava NaOH). Dale
se pouZivalo médium o sloZeni: kysely hydrolyzat ara-
gidové mouky (250 ml), kvasniény§ autolyzat (5 g), pitna
voda (k doplnéni na 1000 ml), pH 7,0 (Gprava NaOH)].
Ob& meédia byla sterilovdna pFi 120°C 30 minut.

Kmen byl udrZovdan na agarech KM a pasdZovan po
30 dnech, dlouhodob& byl uloZen v 15% vodném roztoku
glycerolu pfi —20 °C.

2.2 Kultivace

100 ml Erlenmayerovy batiky s 10 ml média byly o&-
kovany kmenem vyrostlym na $ikmém agaru. Po 24 ho-
dindch kultivace na rotadni tfepace (frekvence otdcek
190 min—1) p¥ 37°C byly zaotkovany 1 ml tohoto ino-:
kula 500 ml varné batiky se 100 ml média. Tyto baiiky
byly op&t inkubovany na rotaéni tfepa&ce pfi 37°C po
dobu 24 aZ 30 hodin. ) - L

Fermentor o celkovém plnicim obsahu 75 1 (Bioéngi-
neering, Svycarsko) byl pIndn 35 1 média a o&kovin
0,7 1 inokula, narostlého v 500 ml baiikdch za 24 hodin.
Kultivace probihala 30 a¥ 52 hodin p#i 37 °C, vzdudnéni
8,51/min a frekvenci ot4dfek michadla 400 za niinutu.
Pod4tetni pH 7,0 nebylo béhem fermentace regulovéano.
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2.3 Pr'ipl:ava imobilizdtu

Bakteridlni bufiky byly imobilizovany po zkoncentro-
vani z ristového média metodou zachyceni v polymerni
matrici algindtu vapenatého [7, 8].

Alginatovy imobilizat byl pfipravovan ze smési: algi-
nat sodny (LF 10/60) 2 %, buné&&na pasta bakterialnich
bun&k (20 % susiny) 15 %, destilovana voda 83 %. Vis-
koézni roztok algindtu sodného byl zhotoven z potfeb-
ného mnoZstvi alginatu a asi 2/3 potFebného mnoZstvi
vody. Bufiky ziskané odstfedénim z kultivatniho média
pfi frekvenci 3000 otdcek za minutu po dobu 15 minut
byly po promyti fyziologickym roztokem rozmichany
, ve zbylém mnoZstvi vody a priddny k roztoku algindtu.
Tato suspenze byla po dokonalém promichani kapédna
kapildrami do 1% roztoku chloridu vépenatého. Vytvo-
Fené kuli¢ky o priimé&ru asi 4 mm byly v roztoku pone-
chdny 3 hodiny za stdlého michani za déelem vytvrzeni
(1 g algindtu navéZe 0,065 g iont& Ca2+). V nékterych
pfipadech, aby se zvyS$ila pevnost a stabilita imobilizdtu,
byly ¢&stice suSeny pFi teplot& 30°C po dobu 16 aZ 20
hodin. Po usu$eni byl imobilizdt maden 30 minut v roz-
toku chloridu vdpenatého (¢ = 0,5 mol/l1) nebo v roztoku
sfranu hlinitého (¢ = 0,1 ‘mol/1). SuSeny i nesuSeny imo-
bilizdt byl prom§van fyziologickym roztokem a pak ak-
tivovan v roztoku fumaratu sodného (¢ = 1 mol/l) s p¥i-
davkem detergentu, bud stdnim pfi laboratorni teplot&
nebo inkubaci pti 37 °C na tfepatce po dobu 8 aZ 20 ho-
din. Po promyti fyziologickym roztokem byl imobiliz4t
pfipraven k pouZitf, pop¥. byl uschovdn v roztoku fu-
maratu sodného (c = 0,1 mol/l1) p¥i 5°C.

2.4 Analytické metody

2.4.1 Stanoveni dikarboxyloviych kyselin

Za predpokladu minimdlni tvorby vedlej§ich produktd
1ze tvorbu kyseliny L-jable&né sledovat na dbytku kyse-
liny fumarové. Kyselina fumarova byla stanovena UV
spektroskopii p¥i 250 nm v acetdtovém tlumivém roztoku
(pH 8,0) [9]. Presné sloZeni produkéni smési- dikarboxy-
lovych kyselin bylo uréeno kapalinovou chromatografii
za pouZiti ndplné kolony Ostion LGKS 0800 (katex H+).

2.4.2 Stanoveni transformaéni aktivity intaktnich bunék

Transforma&ni aktivita intaktnich bun&k byla urdena
nésledujicim zpiisobem: do 100 ml Erlenmayerovy baiiky
bylo k presné navédZce bun&&né pasty bakteridlnich bu-
nék (asi 0,5 g) p¥iddvo 10 ml fumaratu sodného (c =
=1 mol/l) s 0,02% CTAB (cetyltrimethylamonium bro-
mid) a po dokonalém rozmichéni byla suspenze inku-
bovédna p¥i 37°C na rotadni tfepatce po dobu 2 hodin.
Poté -byly buiiky ihned oddé&leny centrifugaci (p¥i frek-
venci otdcek 3000 za minutu, 15 minut) a v supernatantu
bylo stanoveno mnoZstvi kyseliny L-jabledné. Aktivita
bunék je vyjddfena mnoZstvim kyseliny L-iabletné vytvo-
Fené 1 g bunécné pasty bakteridlnich bunék za 1 hodinu
v jednotkovém objemu substratu.

2.4.3 Stanoveni transformaéni aktivity imobilizovangch
bunék

Aktivita imobilizovanych bun&k byla v dlouhodob§ch
pokusech vyjadFovdna stupném konverze kyseliny fuma-
rové na Kkyselinu L-jablenou za uréity d&asovy usek,
popf. bya vlyjadfena stejnym zplisobem jako u intaktnich
-bun&k. Stanoveni bylo provedeno takto: imobilizét s pFes-
né definovanym mnoZstvim bun&k byl inkubovan v urdi-
tém munoZstvi roztoku fumaratu sodného (c =1 mol/1)
pfi 37 °C na tf¥epace po urditou dobu. Poté byl odebrén
vzorek substrdtu na stanoveni dikarboxylovych kyselin.

MnoZstvi bun&k v imobilizdtu bylo stanoveno po roz-
pusténi gelové matrice v 3% roztoku citronanu sodného
za stdlého michani p¥i 30 °C. Uvoln&né bakterie byly za-
koncentrovdny centrifugaci a dokonale promyty fyziolo-
gickym roztokem. Po dal3i centrifugaci bylo jejich
mnoZstvi urfeno gravimetricky (sueni’ 3 hodiny p#i
105°C). Pomoci kalibra&ni kFivky byla provedena korek-
ce na mnoZstvi bun&&né pasty bakteridlnich bundk.

3. VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Vliv riistové faze mikreorganismu na transformaéni
aktivitu pfemé#ny fumaritu v L-malat a fumaritu v suk-
cinat

Transformacni aktivita pFfem&ny fumardtu v L-malat
se méni v zavislosti na st4¥i bun&k. Bylo tedy nutno
urcit, v které fazi rdstu bunék je nejvyhodng&jdi pfipravit
imobiliz4t. Z4vislost sledovana od podatku logaritmické
faze aZ do faze poklesu vykazuje u intaktnich bungk
vyraznd maxima kolem 6. a 26. kultivadni hodiny, u imo-
bilizovanych bun&k bylo zvyZeni aktivity zaznamenano
pouze kolem 20. hodiny kultivace, jinak se hodnoty ak-
tivit udrZovaly na konstantni hladiné (obr. 1). To by
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Obr. 1. Zdvislost transformaéni aktivity premény fuma-
rdtu v L-maldt na fyziologickém stdii bunék
TApy — transformacni aktivita premény fumardtu
v L-maldt (mmol/g.h), r — nardist bun&k (g bun&ctné
pasty bakteridlnich bun&k/100 ml média), ¢t — fyziologické
stafi bunék (h), 1 — TApy Pro intaktni buiiky, 2 — TApy
pro imobilizované buiiky aktivované CTAB, 3 — TApp Pro
imobilizované buiiky aktivované Fel tauri, 4 — nérlst
bunék

znamenalo, Ze kolisdni transformacni aktivity intaktnich
bunék lze pricist spiSe zm8ndm susceptibility bunécéné
stény a tim i zméndm difdzni bariéry pro substrat nez
zméndm ve vysi hladiny fumarasy. ,

ProtoZe v reakéni smési nevznikd pouze L-malat ale i
sukcindt, byla studovdna téZ zdavislost tvorby sukcindtu
na fyziologickém sta¥i bun&k (obr. 2). Vyrazné&jsi trans-
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Obr. 2. Zdvislost transformaéni aktivity premény fuma-

rdtu v sukcindt na fyziologickém stdri bunék
TApg je transformatni aktivita pfemény fumardtu v suk-

cindt (mmol/g . h), t — fyziologické sta¥i bun&k (h), 1 —
intaktni buflky 2 — imobilizované buiiky
formaéni aktivita pfemény fumardtu v sukcindt byla
zaznamenana mezi 20. aZ 24. hodinou kultivace, u imo-

bilizovanych bhun&k je mnoZstvi sukcindtu podstatné
nizsi.
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Tabulka 1. Vliv modoviny a zvySené teploty na transfor-

maci fumardtu v L-maldt u intaktnich bunék Coryne-

bacterium species v riznygch fazich ristu

a
Zbytkové transformacni aktivita (%)

Externi faktory Rustova faze (H]

10 | 22 | 32 42 52
teplota
(60 °C, 60 minut) 3 9 15 19 12
mocovina
(2 mol/l, 37 °C
30, minut) 32 68 82 86 75

a) transformacni aktivita nezpracovanych bakteridl-
nich bunék piredstavuje 100 %

b) bunéfnéd suspenze ve fyziologickém roztoku (0,1g
bungécné pasty bakteridlnich bun&k vloZeno do 0,9
ml) vystavena ucinkiim zvySené teploty nebo k ni
byla pfiddna mod&ovina.

Ke zjiSténi miry stability enzymu byly intaktni buiiky
v r@znych fazich rlstu vystaveny ud&ink@m mo&oviny a
zvysené teploty a byla detekovdna zbytkova transfor-
macni aktivita.

Z vysledkd (tab. 1) je zPfejma vy$si stabilita intakt-
nich bunék ve stacionarni fazi ristu.

Po zhodnoceni vSech vysledkid se jevi jako nejvyhod-
néjsi imobilizovat bakteridlni buiiky, ziskané v prvni
fazi staciondrni fdze (asi za 30 hodin). Buiiky jsou jiZ
dostatecné narostlé a maji dostatecné vysokou a stabilni
transformacni aktivitu. Dal§i kultivace, kdy se jiZ ne-
zvySuje objem biomasy, by pfi primyslové aplikaci ne-
byla vyhodna.

3.2 Aktivace bunék

JestliZe je tvorba Zadouciho produktu katalyzovana pou-
ze jednim enzymem imobilizované buiiky, lze produkci
zvy§it tzv. aktivaci, tj. vyuZitim rznych postupl od che-
mickych aZ po fyzikalni (zpracovéni detergentem, tepel-
ny Sok. pouZiti rGznych chemickych slou€enin) [10].

Nevyhodou v této praci studovaného systému je tvorba
vedlej§iho produktu sukcindtu. Proto bylo nutno hledat
podminky, jak aktivovat butiky pro vysokou tvorbu L-
malatu a zéroveil sniZit tvorbu sukcindtu na minimum.
JelikoZ bakteridlni sukcindtdehydrogenasa (EC 1.3.9.91),
kterd je za tvorbu sukcindtu odpovédnéd, ie lckalizovédna
v bun&¢tné membrédn& [11] a fumarasa (EC 4.2.12) v bu-
nééném cytosolu [1], ie nejvyhodné&isi zpracovani imo-
bilizovaného systému detergentem. Dojde pfitom k &as-
teénému narudeni bakteridlni stény a tim sniZeni akti-
vity sukcinatdehydrogenasy, zdroveil se zvy$i propust-
nost bakteridlni st&ny pro substrat.

7Z tady detergentlt byl zpocfatku vybran jako nejvhod-
néisi CTAB [cetyltrimethylamonium bromid), ovSem pfi
prevddéni pokusti do vétsiho méfitka se ukizalo sniZeni
aktivity sukcindtdehydrogenasy nedostate¢né, a proto
byl v dalSich pokusech pouZivan k aktivaci imobilizdtu
pfipravek Fel tauri (suSeni hovézi Zlu€¢ v présku), roz-
pudtény v roztoku fumardtu sodného (c = 1 mol/1). Byly
stanoveny optimédlni podminky aktivace timto pt¥iprav-

kem, predev8im koncentrace, doba plisobeni, teplota a

Tabulka 2. Tvorba kyseliny L-jableéné a kyseliny janta-
rové v zdvislosti na koncentraci Fel tauri a zpiisobu akti-
vace (doba aktivace 20 hodin)

Tvorba kyseliny Tvorba Kyseliny
Koncentrace L-jable¢né jantarové
Fel tauri za 24 h (mol/l) za 24 h (mol/l)
v roztoku
fumaratu sodného Sk s ST
(c = 1mol/1) lasbtam Pl | t¥epatka ) SN Pri | 4ronatka
% oratorni pFi 37 oC aboratorni pEi 37 oC
teploté teploté
0,2 0,752 0,803 0,077 0,028
0,4 0,796 0,838 0,038 0,002
0,6 0,803 0,851 stopy 0

zplsob pouZiti. Z vysledkd uvedenych v tabulce 2 a 3
vyplyva, Ze se zvySovanim koncentrace Fel tauri se sni-
Zuje tvorba kyseliny jantarové a zvy3uje tvorba kyseliny
L-jablecné. Jako dostateény se ukazal ¢as 16 hodin na
tfepadce pii 37 °C a pfi koncentraci 0,6 % Fel tauri v roz-
toku fumardtu sodného (¢ =1 mol/l1). Stanim imobili-
zdtu pfi laboratorni teploté nebylo -potladeni tvorby suk-

cindtu dostateéné. Vys$8i koncentrace Fel tauri nebo

Tabulka 3. Tvorba kyseliny L-jableéné a kyseliny janta-
rové v zdvislosti na dobé aktivace (koncentrace Fel tauri
0,6 %, trepaéka pFi 37 °C)

Tvorba kyseliny
L-jable¢né
za 24 h (mol/l)

Tvorba kyseliny
jantarové
za 24h (mol/l)

Doba aktivace

8 0,807 0,012
12 0,826 0,009
16 0,835 0
18 0,816 0
20 0,786 0

delsi doba aktivace vedly k v&t§imu narudeni imobilizo-
vaného systému a k vyplavovdni bun&k z algindtové
matrice.

3.3 ZvySeni stability imobilizovanych bungk

Snaha ziskat imobilizované buiiky se zvy$enou stabi-
litou vedla Fadu autord ke zkoumdani riznych zpisobi
stabilizace biokatalyzétorl, a to pfedeviim kovalentnim
prokriZenim polyfunkénimi &inidly [12, 13, 14, 15]. Dal-
5im zajimavym postupem je stabilizace alginatovych
imobilizatd jejich €4stenym vysuSenim a néslednym li-
mitovanym nabobtnanim v roztoku stabiliza¢niho &inidla
[16].

Stabilni biokatalyzdtory jsou zdkladni podminkou pro
priimyslové vyuZiti, proto se hledal vhodny zpisob sta-
bilizace. Byl testovdn ud&inek ridznych koncentraci glu-
taraldehydu, glyoxalatu, polyethyleniminu, taninu a. jo-
distanu v odli§nych Casovych intervalech, a to jak uin-
taktnich bunék, tak u imobilizatd. V8echny vysledky jsou
podrobn& popsdny v kandidatské dizertatni praci [1].

Zadny z testovanych postupd kovalentni modifikace
imobilizatd vSak nevedl k dostateCnému zvySeni operac-
ni stability p¥i zachovani vysoké hladiny tvorby L-ma-
latu. Témé&F vSechna Cinidla se projevila jako inhibitory
aktivity fumarasy, pouze pf¥i pouZiti taninu byla aktivita
zachovédna na vysoké tdrovni. Proto byly zaloZeny dlou-

"hodobé pokusy na testovdni stability imobilizdtu modi-

fikovaného taninem. V 1. pokuse byl tanin v mnoZstvi
0,1 % pFiddn do roztoku chloridu vapenatého (CaCl,) na
vytvrzovéni, ve 2. pokuse byl tanin p¥iddn pfimo do sus-
penze bunék a algindtu. V obou pfipadech byla proka-
zdna zvySend tvorba sukcindtu. Je pravd&podobné, Ze
pfidavek taninu, hydrofilni slou¢eniny s mnoZstvim hyd-
roxylovyeh skupin, zvy3uje stabilitu bakteridlni stény
a tim i stabilitu sukcindtdehydrogenasy. Konverze fuma-
réatu v L-maldt se drZi v 1. pokuse na vysoké hladiné&
80 9% za 24 hodin i po 680 dnech vyuZivani imobiliz4tuy,
ve 2. pokuse se zjistil mirn§ pokles konverze od 500. dne
vyuZivani.

Jako nejvhodngisi stabilizace systému imobilizovanych
bun&k se ukéizalo parcidlni vysuSeni p¥i 30°C po dobu
16 a¥ 20 hodin (objem imobilizdtu klesne asi na 5 %)
a néasledné nabobtndni v roztoku chloridu vépenatého
CaCl,) (c =05 mol/l) nebo siranu hlinitého (Al,
[SO4)3) (c = 0.1 mol/l1) po dobu 30 minut. Dal¥i zvét-
geni objemu imobilizatu nastane b&hem aktivace, ale
pouze na tfetinu pivodniho objemu, a ten zilstdvd za-
chovdn po celou dobu vyuZivdni biokatalyzétoru.

3.4 Stanoveni operaéni stability imobilizdtu

Vybrané systémy byly testovdny na stabilitu ve vsad-
kovém uspotadani za konstantni teploty a frekvence tfe-
péani. Soudasné byla sledovana-tvorba vedlej§iho produk-
tu sukcindtu. Z nam&fFenych vysledkli, uvedenych na
obr. 3 a 4 vyplyva n&kolik skutenosti. Tvorba L-malétu
imobilizdtem neaktivovanym detergentem byla zpoCétku
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velmi nizk4, teprve po 40 dnech stdlého kontaktu se sub-
stratem, kdy se narusi bunééné stény, se bliZi hodnotam
u detergentem aktivovanych bunék. Parcidlné vysuSené
a néasledné aktivované imobilizdty s CTAB vykazuji stej-
né vysokou tvorbu produktu jako imobilizdty nesu$ené,
ovSem produkce sukcindtu je mnohem vy$8i a zatimco
u nevysuSenych imobilizatd pomérné rychle klesa, usu-
Senych si udrZuje vys§i hladinu dlouhou dobu. Proto je
u suSenych biokatalyzdtorli nutnad aktivace s Fel tauri,
kdy se Gpln& potlaéi tvorba sukcinatu.

K
400

. .50

-

T 1 I
40 80 120 t
Obr. 3. Vliv aktivace imobilizdtu na stuperi konverze fu-

mardtu na L-maldt
K je konverze (%), t — c¢as (dny), 1 — imobilizdt aktivo-
vany CTAB, 2 — neaktivovany imobilizat

VSechny uvedené typy imobilizati vykazovaly vyso-
kou ‘tvorbu L-malédtu po dlouhou dobu. Napfiklad v po-
kusech uvedenych na obr. 4 dosdhla konverze fumardtu

b

R s
400 o2

Fo1

T T T T ‘74__—
1 2 3 4 5 6 Tt

Obr. 4. Vliv suSeni imobilizdtu na transformaéni aktivitu

imobilizovanych bunék

K je konverze fumardtu na L-malat (%), S — mnoZstvi
sukcindtu (mol/l), I — K pro imobilizdt nesuSeny, 2 —
K pro imobilizdt suSeny, 3 — S pro imobilizdt nesuseny,
4 — S pro imobilizat suSeny

na L-maldt maximélnich hodnot 82 % (reakéni rovno-
vdha) i po 700 dnech vyuZivani.

3.5 Kontinudlni piiprava kyseliny L-jable&né

Cilem vyzkumu je vypracovdni podkladi pro zavedeni
pramyslové vyroby kyseliny L-jabletné. Proto se p¥ikro-
Cilo po vyfeSeni piipravy stabilnfho imobilizdtu s vyso-
kou transformaéni aktivitou pfemény fumaratu v L-malst
k testovdni imobilizdtu v kontinudlnim kolonovém uspo-
Fadani. Pokusy byly provddény ve sklen&nych kolonach
0 objemu 25 ml a 11 opatfenych temperadnim .plastém,
kter§ umoZnil udrZovat teplotu v systému na hodnot&
37°C. Substrat roztoku fumardtu sodného (c = 1mol/l)
byl pfivddén shora peristaltickym &erpadlem. Kolona
byla pln&na imobilizdtem ze 4/5 a a&koliv vrstva imobi-
lizdtu u litrové kolony dosahovala do vysky asi 45 cm,

nebylo nutno ji rozdélit sitovymi patry. Polatecni se-
sednuti vrstvy o 1 cm se ukdzalo jako konetné, a tedy
nedochéazelo ke zvySovani tlaku ve vrstvé a tim ke sni-
Zovani pratoku. Volny prostor nad imobilizdtem byl po-
nechdn pro dostate¢né prohfati substrdtu a jeho rozdé-
leni po celé ploSe prifezu. Jako rozhodujici se, kromé
typu imobilizatu (nejvhodné€jsi suSeny, aktivovany Fel
tauri), ukazala pro vysokou produkci L-maldtu rychlost
pritoku substratu kolonou (vyjaddrend tzv. retencnim

¢asem — dobou zadrZeni substrdatu v koloné&). Z vysled-

k@ na obr. 5 vyplyva, Ze tvorba L-maldtu stoupd s Kle-
K
100
80
60
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20+

4 2 3 I

Obr. 5. Zdvislost stupné konverze fumardtu na L-maldt

na retenénim éase
K je konverze (%), T — reten&ni &as (h)

sajicim pritokem (rostoucim reten&nim Casem). Oviem
od ur¢itého pritoku (asi 3 hodiny retenéni Cas) je zvy-
Sovani konverze nedostatetné, a proto by bylo neekono-
mické znac¢n& prodluZovat retenéni &asy s vysledkem
malého zvySeni konverze. P¥itom nezkonvertovany fuma-
rat lze z produkéniho média snadno vysraZzet koncentro-
vanou kyselinou chlorovodikovou a vratit zp&t do vyro-
by, takZe ke ztrdtam substrdtu nedochédzi. Pokud se udr-
Zuje proces na hranici reakéni rovnovadhy (konverze
82 %), dochdzi ke zvy$ené tvorbd sukcindtu, jehoZ odds-
leni z produkéni smési pri izolaci kyseliny L-jable¢né je
velmi obtiZné (obr. 6].

Na zédkladé v této prdci dosaZenych vysledkl lze kon-
statovat, Ze optiméalni doba zdrZeni substratu v koloné&
je 2 aZ 3 hodiny, pfitom konverze fumardtu na L-maléat
je 70 aZ 75% a sukcinat se tvofi pouze ve stopovych
mnoZstvich. P¥i pouZiti kolony 10001, préitoku 500 1 roz-
toku fumardtu sodného (c =1 mol/l) za 1 hodinu by
pri konverzi 70 % bylo produkovano 46,9 kg kyseliny L-
jable¢né za hodinu.
~ s

K
1001 Fo%

50

40 80 120 t

Obr. 6. Vliv prutoku substrdtu na tvorbu sukcindtu
K je konverze fumardtu na L-malat (%), S — mnoZstvi
sukcinatu (mol/1), T — retenéni ¢as (h)

Dalsi dileZitou otdzkou ztstdva stabilita algindtového
systému imobilizovanych bunék béhem ijejich kontinuél-
niho vyuZivani po del$i Casovou periodu, nebot meéfeni
byla provddéna v maxim&lnim &asovém uGseku 5 dni, coZ
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nemohlo tuto ctdzku zodpovédét. Cilem dalsich vyzkumi
bude urcCit opera¢ni stabilitu daného biokatalyzatoru
v kontinualnim procesu.

4. ZAVER

Cilem predklddané prace bylo ziskdni poznatkd na je-
jichz zakladé by mohl byt vypraccvan technologicky
postup kontinualni vyroby kyseliny L-jable¢né.
Experimentdlni vysledky lze shrnout do téchto bodi:

1. Pro pripravu biokatalyzatoru s dostatecné vysokou
operacni stabilitou a vysokou transformacni aktivitou
premény fumaratu v L-maldt je vyhodné pouZiti kmene
Corynebaclerium species ze stacionarni faze ristu.

2. Vy88i produkci L-maldtu a sniZeni tvorby vedlejSiho
produktu sukcinatu lze ovlivnit pouZitim pripravku Fel
tauri. Aktivace se provadi inkubaci imobilizatu v roztoku
fumaratu sodného (¢ = 1 mol/l) obsahujicino 0,6 % puri-
pravku Fel tauri pri 37°C po dobu 16 hodin.

3. Za ucelem zvy$eni stability a pevnosii imobilizatu
je vyhodné jeho su$eni pifi 30°C po dobu 16 aZ 20 hodin
a nasledné nabobtnani v roztoku chloridu vapenatého
nebo siranu hlinitého.

4. Takto pripravené imobilizaty lze pouZivat k plipra-
vé kyseliny L-jabletné vsadkovym zpisobem, kdy i po
740 dnech se dosahuje 80 % konverze fumaratu na L-ma-
lat za 24 hodin, nebo k pfipravé zpiisobem kontinudlnim.

5. V kontinualnim uspoiddani lze pri priitoku, ktery
odpovida retenénimu ¢asu 2 aZ 3 hodiny, dosahnout
konverze 70 aZ 75 Y. Otazka stability tohoto systému
je pfedmeétem dal§iho vyzkumu.
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Kuterovd, H. - Spadek, B. - Cerny, ].: P¥iprava kyseliny
L-jableéné pomeci imobilizovanych bakteridinich bunék.
Kvas. prtm., 36, 1990, €. 4, s. 101—105.

Byly hleddny optimélni podminky pfipravy biokataly-
zdtoru pro vyrobu kyseliny L-jableCné enzymovou trans-
formaci kyseliny fumarové a optimalni podminky jeho
vyuZivani. Pro pfipravu algindtového imobilizatu s vy-
sokou transformacni aktivitou premény fumardtu v L-
malédt a dostatetné vysokou stabilitou je vyhodné pouZiti
bakteridlniho kmene Corynebacterium species ze stacio-
narni faze rastu. ZvySeni produkce L-maldtu a sniZeni
tvorby vedlej§ihc produktu sukcindtu lze ovlivnit tzv.

aktivaci pomoci detergentu. ZvySeni stability a pevnosti
imobilizdtu se dosdhne jeho suSenim a néslednym na-
bobtnanim v roztoku stabilizacniho ¢inidla. PFi pouZiti
imobilizdtu vsadkovym zplisobem je moZno dosahovat
maximalni konverze 82 % po dlouhou dobu. Pripraveny
biokatalyzator lze s vyhodou pouZit i v kontinudlnim
procesu.

Kyueposa, I'. - Ilnauek, B. - Yepnbl, H.: Ioanyyenne L-
A0J0YHOM KHCJIOTHI [PH NOMOIM HMMOOGHJIM3MPOBAHHBIX
GakTepHaJbHbIXx KJeTok. Ksac. npym., 36, 1990, Ne4,
ctp. 101—105.

Vickanuch ontMMaJbHbIE YCJIOBHS NOJydeHHsT OGHOKATaJIH-
3aTopa AJS NPOM3BOACTBA L-f16/10YHOH KHCJIOTHI 3H3MMHBIM
npeppallleHdeM (yMapoBOfl KHCJAOTHI U ONTHMAJbHLIE YCJIO-
BUsi €ro MCNOJb30BaHMsl. JJIs NIPUrOTOBJEHHS aJblHHAT-
HOro uMMOOMJH3aTa C BBICOKOH TpaHCHOPMAUMOHHOH ak-
THBHOCTBIO IpeBpallleHHss ¢ymapaTa B L-MaJjaT H 40OCTaTOY-
HO BBICOKOH CTABGUJIHOCTHIO BBITOAHO IMPHMEHHTb LITaMM
6axTepun Corynebacterium species u3 cralHOHapHOH ¢a3sbl
pocra. Ha mnosbimeHune BeIXOga L-maszata M INOHHIKEHHe
00pa3oBanMss NOGOYHOTO NPOAYKTA CYKLIHHATa MOXKHO OKa-
3aTh JeHCTBME T.Ha3. AKTHBHDOBAHHeM IIPH IOMOLIM Je-
reprerra. IloBbilleHne cTaGUIBHOCTH M IIPOYHOCTH HMMO-
6uIH3aTa JOCTHraeTcss IPH CYIIKE €ro ¢ MOCJaeYIUHM
HaOyXaHMeM B DacTBOpe CTaGHJHM3YIOLIero peakTHsa. Ilpu
HCIO/Ib30BAHNM MMMOOH/IM3aTa HACAJOYHBIM CIOCOGOM MOXK-
HO JOCTHTHYTb MaKCHMaJbHOH koHBepchH 82 % B mpojaoss-
KuTeapHOe BpeMd. IloJyyeHHbllI GHOKaTalIH3aTOP MOXKHO
BBIFOJHO IPUMEHHTL M B HENPEPEIBHOM IIpOLecCe.

Kuderova, H. - Spatek, B. - Cerny, ].: Production of L-
Malic Acid by Immobilized Bacterial Cells. Kvas. prim.,
38, 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
studied. For the immobilization in alginate- the bacterial-
strain Corynebacterium species from the stationary-
phase of growth was used. An increase of the L-malate
production together with a decrease of the byproduct
(succinate) formation can be affected by so called acti-
vation using a detergent. An increasing stability of im-
mobilized cells can be achieved by drying followed by
swelling in the solution of the stabilizer. Using the batch
process the maximum conversion of 82 % can be achie-
ved for a long time. This biocatalyst can be used in the-
continuous process as well.

Kuterovd, H. - Spaitek, B. - Cerny, J.: Aufbereitung der
L-Apfelsdure mittels immobilisierter bakterialer Zellen.
Kvas. pram., 36, 1990, Nr.4, S. 101—105.

Es wurden die optimalen Bedingungen der Produktion
des Biokatalysators fiir die Erzeugung der L-Apfelsdure
durch Enzymtransformation der Fumarsidure sowie auch
die optimalen Bedingungen seiner Ausnilitzung gesucht.
Fir die Aufbereitung des Alginat-Immobilisats mit einer
hohen Aktivitdt der Transformation des Fumarats auf
L-Malat und einer ausreichend hohen Stabilitdt ist es
vorteilhaft, den bakterialen Stamm Corynebacterium spe-
cies aus der stationdren Wachstumsphase zu benutzen.
Die Erhohung der L-Malat-Produktion und Senkung der
Bildung des Nebenprodukts Sukzinats kann durch die
sog. Aktivation mittels eines Detergents beeinflut wer-
den. Die Erhohung der Stabilitdt und Festigkeit des
Immobilisats wird durch seine Trocknung und nachfol-
gender Quellung in der Losung des Stabilisierungsmit-
tels erzielt. Bei der Anwendung des Immobilisats im Ein-
setz-Verfahren kann tiber eine lange Zeit die Maximal-
konversion von 82 % erreicht werden. Der aufbereitete
Biokatalysator kann mit Vorteil auch im kontinuierli-
chen Verfahren angewandt werden.



