Enzymové reaktory
= nadoba, kde probiha konverze substratu prostrednictvi
enzymové reakce
— enzym ve volném stavu nebo imobilizovany
= zakladni rozdéleni:
— vsadkové (,,batch®)
— prito€éné nebo kontinualni (,,flow-through®, ,,continuous*)

= hodnoceni €innosti - stupen konverze a
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S, Sl

Vsadkoveé <=
reaktory

STR

STR nadoba s michadlem ,,stirred tank reactor*

MR vsadkovy membranovy reaktor
— enzym zadrzovan v dutych vlaknech
— moznost opakovaného pouziti enzymu
spole¢né vlastnosti:
— enzym i substrat maji shodnou dobu setrvani v reakéni smési

— jednoduchost, obtizné zvétSeni rozsahu (,,scale-up®)

kinetika = integrovana MM rovnice

_ S, _ _ _
V__t=[P]+ Kmln[s]o_[P]—a[S]o K, Inl-a)




Kontinualni reaktory vistup P

PBR

vstup S proud plynu
= PBR ,packed bed reactor” - priitoéna kolona naplnéna nosi¢em
s imobilizovanym enzymem

= CSTR ,,continuous flow stirred tank reactor“ = kontinualné
provozovana varianta vsadkového STR

= CMR ,,continuous flow membrane reactor” = kontinualni varianta MR

= FBR ,fluidized bed reactor” - proud plynu (nebo nastfik substratu)
udrzuje imobilizovany enzym ve vznosu

Proudéni vs. usporadani

= pohyb kapaliny a zplsob proudéni (laminarni / turbulentni) ma
vyrazny vliv na produktivitu reaktoru
= hodnoceni - empirické bezrozmérné faktory
= Reynoldsovo éislo Re - dava do souvislosti setrvaéné sily vznikajici
pfi toku kapaliny a viskozitu (odpor prostredi v disledku vnitiniho
treni)
— malé Re - laminarni proudéni
— kritické Re - pfechodova oblast
— velké Re - turbulentni proudéni
= zavisi na konfiguraci systému: Re = Lf_/n nebo Re = Lflv
— L charakteristicka délka (pramér obtékané ¢astice, pramér trubky, ...),
f, rychlost toku hmoty [g m2 s, f je linearni rychlost toku [m s-1],
n je dynamicka viskozita [g m-'s-'], v kinematicka viskozita [m? s-1]
— pro michané systémy se uplatni rychlost michani a pramér michadla




Kinetika

celkovy objem reaktoru je V, pratokova rychlost

u [m3 s, enzym s parametry Ky, V,,..
I [S] PBR = gradient substratu d[S]/dV, substrat co do
|_ elementu prite¢e a bude konvertovan:
ST, _ VS
. dv K, +[S]| sdruZeni parametri:
= element dV
K181 gy (K+1)d[8] Vs gy
[S] [S] u
Ir = integrace v mezich 0, V a [S],, [S]:
[Sh
j (+1jd[8] Zmax. j dv| [[Sl, -[S]-K,, n L] _ Vi
[SIo [S] [S]O u
V Y
=alS], - (1 a) podil V/u ma vyznam doby zdrzeni
substratu v reaktoru
] VimaxV Pak znaci reakéni kapacitu

(odpovida aktivité enzymu)

= je vyhodnéjsi turbulentni rezim toku
— lepSi promichavani a prenos tepla

= efektivita je nejvySsSi na vstupu a nejnizsi na vystupu
dasledkem gradientu koncentrace substratu

= pouzivaji se rel. malé €astice (1 az 3 mm), mechanicky
pevné - komprese by velmi komplikovala pruatok a
snizila katalyticky u€¢innou plochu a pohyb média v
porech

= prakticky nelze regulovat pH, regulace teploty obtizna

= formovani kanalkd uvniti napiné vede k
nehomogennimu pribéhu konverze

= médium je vhodnéjsi poustét smérem zdola nahoru
— priblizeni k idealnimu chovani




Kinetika CSTR

= chovani Ize popsat na zakladé zakona zachovani hmoty

— rozdil koncentraci substratu na vstupu a vystupu znasobeny
pritoénou rychlosti je roven
V.o [S]

. . u
rychlosti enzymové reakce: —(IST. =[S1)=

_ [S]O — [S] _ VmaxV
(ISL, - [SD)+ K, SR

Ize upravit:

pripadné vyjadrit pomoci stupné konverze:

(04

(-a)

Vo _ 015, + K
= enzym je obvykle imobilizovan = 02l T R

— Castice se nesmi vymyvat
vyhody:
— jednoducha konstrukce, nizké naklady, vyména naplné enzymu

snadni, kontrola pH a teploty snadna, odvod plynnych
produktt

CSTR

= vyhody zfedéni pfitékajiciho média
— nevadi tak vyrazné inhibice (inhibitorem ¢&i substratem)
= odchylky od idealniho chovani nastavaji pri
neefektivnim michani
= distribuce molekul v reaktoru v zavislosti na dobé

zdrzeni (,,residence time*“)

— relativni normalizované \ [inertni molekula]
vyjadireni pomoci doby

vymény 1 objemu reaktoru
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t =tulV

normaliz




Stupen konverze pro PBR a CSTR

= v zavislosti na norm.
rychlosti pritoku

= pro vyssi pratoky
se rozdily mezi PBR
a CSTR ztraci ...
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unormaliz =u KM/V

max

Stupen konverze pro PBR a CSTR

= v zavislosti na norm.
dobé zdrzeni

= pro vyssi pratoky
se rozdily mezi PBR
a CSTR ztraci ...

1.0
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= chovani je nékde mezi PBR a CSTR

= enzymova napln je udrzovana ve vznosu
— proudem substratu zdola nahoru
— bublanim plynem
— velikost €astic 20 az 40 um (velka katalyticka plocha), uniformni
= vyhodné pro reakce zahrnujici plynné produkty
= obtizny ,,scale-up*, jen cca 10 az 100x
— u PBR jednoduse az 5000x
= ¢innost citliva na fluktuace prutoéné rychlosti média

Praktické pouziti enzymovych reaktoru

= velikost vyrobni kapacity na bazi kontinualniho procesu je obvykle
o 2 fady mensi nez srovnatelné pouziti rozpustného enzymu

Enzym EC Produkt
aminoacylasa 3.5.1.14  |L-aminokyseliny
aspartat amoniak-lyasa 4.3.11 L-asparagova kyselina
aspartat 4-dekarboxylasa 41112 L-alanin
kyanidasa 3.5.5.x kys. mravenci (z odpad. kyanid()
glukoamylasa 3.2.1.3 D-glukosa
glukosa isomerasa 5.3.1.5 fruktosovy syrup
histidin ammoniak-lyasa 4.3.1.3 urokanova kyselina
hydantoinasa 3.5.2.2 D- a L-aminokyseliny
invertasa 3.2.1.26  |invertni cukr
laktasa 3.2.1.23  |bezlaktosové mléko
lipasa 3.1.1.3 nahrazky kakaového masla
nitril hydratasa 4.2.1.x akrylamide
penicillin amidasa 3.5.1.11 peniciliny
rafinasa 3.2.1.22  |odstranéni rafinosy
thermolysin 3.2.244 |aspartam




Fruktosovy sirup

= od 1940 - vyvoj glukoamylasy vedl k snadné produkci
glukosovych sirupt, ale komeréni komplikace
— ty jsou ale malo sladké (pouze cca 70% sladkosti sacharosy)

— mensi rozpustnost - bud’ udrzovat roztoky teplé, nebo naredit
(pak zase hrozi mikrobialni atak)

— proto se pouzitim glukosaisomerasy (objevena kolem 1950)
prevede polovina na fruktosu (2x rozpustnéjsi, o 30% sladsi nez
sacharosa)

= v soucasnosti enzymy z Actinoplanes missouriensis,
Bacillus coagulans a Streptomyces sp.

Ekonomika procesu

Parameter Batch Batch Continuous
(soluble GI) |(immobilised Gl)| (PBR)
IReactor volume (m°) | 1100 | 1100 \ 15
[Enzyme consumption (tonnes) | 180 | 11 \ 2
\Activity, half-life (h) | 30 \ 300 | 1500
IActive life, half-lives | 0.7 | 2 \ 3
Residence time (h) | 20 | 20 | 05
Temperature (°C) 65 65 60
pH 6.8 6.8 7.6
|Colour formation (Asz0) | 0.7 | 0.2 | <0.1
Filtration } )
- C-treatment C-treatment  |C -treatment
Product refining Cation Cation exchange ]
.exchange Anion exchange -
Anion exchange
Capital, labour and 5 5 1
energy costs, £ tonne™
Conversion cost, £ tonne™ 500 30 5

= pouzije se 45% roztok glukosy, konverze na fruktosu je 42%
= rozsah 10 tis. tun za mésic
= 1 kg enzymu vyrobi 10 az 11 tun fruktosového sirupu




Rafinasa (c-D-galaktosidasa)

= odstranéni rafinosy pfi vyrobé sacharosy

= bylo tieba najit organismus produkujici galaktosidasu, ale NE
invertasu - pliseft Mortierella vinacea var. raffinoseutilizer

= |ze pouzit pfimo vysuSseného mikroba, prida se k vyluhu z
cukrovky, pouziva se STR

= uvolnéna galaktosa se zni€i v prvnich vyrobnich krocich pfi €efeni
vyluhu zahrnujicich alkalické prostredi

= imobilizovana rafinasa také slouzi k odstranéni rafinosy a
stachyosy ze sojového miéka (vadi tam pfi specialnich dietach,
pusobi nadymani)

Imobilizovana invertasa

= 1941-6 - schazela kyselina pfi vyrobé tzv. “Golden
Syrupu” - nahrazkou tedy byla invertasa z kvasnic

— autolyzované kvasnice, vyéefené, pH na 4.7, filtrace pfres siran
vapenaty, adsorpce na aktivni uhli z masokostni moucky (stejné
se pouzivalo pro odbarvovani ...)

— vyborna stabilita (akorat to napadali mikrobi a prestalo to
odbarvovat...)

— akorat ze produkt nemél mirné nakyslou chut’
= nyni se to jesté navic zesit'uje pro zvyseni stability




PFiprava aminokyselin

= aminoacylasa z Aspergillus oryzae slouzi pro stépeni
racemické smési z chemické pripravy N-acyl-DL-
aminokyselin:

T| Q .O\ H ﬁ
A H—C—O' ) L- || t—0 Ry—C—C—0O
1—C aminoacylase _ __ H I _
DL +H0 R4 c c—0 + + D-
HN —C—0 'l Rz HN—C==0
| NH; |
Ry Rz
N-acyl-DL-amino acid L-amino acid N-acyl-D-amino acid

= produkty se snadno separuji krystalizaci, zbylé N-acyl-
D-aminokyseliny se racemizuji (chem. nebo enz.) a vrati
se do procesu

= enzym imobilizovan na DEAE-Sephadexu, reaktivace
prostym pridanim nového enzymu

-
Hydantoinasa -« nmco,— R S 9

MH,
= nové i pfirodni aa - chemickou konverzi icoz
z aldehydt pres DL-aminonitrity na racemické o
DL-hydantoiny NH/C\
= nasleduje enzymova hydrolyza pomoci /CZO
hydantoinasy a karbamoylasy, oba enzymy | N
z Arthrobactera _
DL-hydantain
o
BH HRC —l =0 o

H
DL-hydantain

2\ /c:o ydantonaze N:H +HRC| —c| ==0 4NHs + CO,
0 N c=—0 HH,
N'

= D-aminokyseliny Ize pripravit hydantoinasou z Pseudomonas
striata, zbylé L-hydantoiny se racemizuji v alk. prostiedi




Kyselina L-asparagova

= v potravinarstvi, farmaceutickém pramyslu, pro vyrobu aspartamu
(nizkokalorické umélé sladidlo)

= vyroba z kyseliny fumarové pomoci aspartat:amoniaklyasy z E.
coli:

HOOC-CH=CH-COOH + NH, ————= HOOC-CH,-CH(NH,)-COOH

= celé bunky E. coli se imobilizuji v karageenanovém gelu, zesit'uje
se glutaraldehydem a hexamethylendiaminem

Akrylamid

= monomer pro pripravu polymeru
= vznika adici vody na akrylonitril:

CH,=CH-CN + H,0

CH,=CH-CO-NH,

= |ze pouzit Cu+, ale vytézek je maly a vznikaji dalsi
balastni produkty (polymerace, kys. akrylova, ...)
= pouziti nitrilhydratasy (Casto chybné zvana nitrilasou)
— pochazi z Rhodococcus sp.
— velmi nizka amidasova aktivita
— celé bunky se zapolymeruji v zesitovaném
polyakrylamid/dimethylaminoethylmetakrylatovém gelu,
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Odstranéni kyanidu

= z priumyslovych odpadnich vod
= detoxifikace krmiv a potravin obsahujicich amygdalin
= pouziji se kyanidasa:

|HCN +2H,0 —> HCOOH + NH3|

= a kyanid hydratasa:

HCN + H,0 ——= HCO-NH,

11



