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Vyuzitie ultrafiltraéného zariadenia VU LIKO
pri spracovani enzymov

V. HLAVACKA—M. SVORKA—V. VISACKY

Suhrn. Praca popisuje vyuZitie ultrafiltraénych membran a zariadeni Vyskumného ustavu LIKO pri
technolégidch vyroby enzymov v naSom fermentacnom priemysle. Sledovali sa problémy rozsirenia tejto
aplikacie ultrafiltracie pri vyrobe alfaamyldzy, celuldz a pektolytickych enzymov, ako aj naznacené smery
dalSieho vyvoja tychto fermentacnych technoldgii. V zavere je zhrnuté rieSenie problémov pri pouziti
tejto metddy separdcie a vyjadrené presvedCenie zlepSenia Grovne ultrafiltratnych membran a zariadeni
a pouzitych aplikacii ultrafiltrcie.

1. Aplikéacie ultrafiltrdcie vo fermentaénom priemysle

Ultrafiltracia je moderna metdda skoncentrovavania a purifikdcie roztokov
makromolekuldrnych latok. Prebieha za energeticky veImi vyhodnych podmienok,
polas jej priebehu nedochddza ku zmene teploty a fdzy skoncentrovdvaného
roztoku, takZe sa pocas ultrafiltricie nenitia termolabilné latky, ako si vitaminy,
bielkoviny a pod. Z tychto dévodov nasla ultrafiltracia Siroké uplatnenie najméi

v potravindarskom, farmaceutickom a fermentaénom priemysle.

Z aplikacii ultrafiltricie si najznamejSie spracovanie srvatky, odstredeného
mlieka, vajecného bielka, krvi jato¢nych zvierat, kolagénovych odpadov, dalej
vyuZitie v cukrovarnictve, Skrobarenstve, ndpojdrskom priemysle, pri izol4cii biel-
kovin z rastlinného materidlu, vyrobe pektinu, stabilizacii vin, vo farmdcii pri
skoncentrovavani roztokov bielkovin a polysacharidov, pri studenej sterilizacii
kvapalin a pod. Z inych aplikdcii moZzno spomenit ziskavanie cennych litok
z odpadovych vod, regeneraciu latexu alebo regeneraciu lakov pri farbeni kovovych
vyrobkov elektroforézou.

Vyskumny tstav LIKO uz niekofko rokov riesi problematiku membranovych
procesov, najmi osmozy a ultrafiltricie. RieSitelsky kolektiv z iseku fermentacnych
a fyzikalnych procesov vyvinul vlastné ultrafiltracné membriny na baze acetatu
celuldzy, ultrafiltracné zariadenia [1] prvé v Staitoch RVHP, odskisal a zaviedol do
praxe niekolko ich aplikacii [2—8]. Medzi najdodlezitejSie z nich je moZné zaradit
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ultrafiltraéné skoncentrovdvanie a purifikdciu roztokov enzymov, fo je viastne
podstatou vyuzitia ultrafilirdcie vo fermentacnom priemysle.

Vyuzitie ultrafiltratnéhoe zariadenia pn praci s enzymom je jednou z najzaujima-
vejsich a najefektivnejSich aplikécii tejto modernej separacnej metddy. Ultrafiltrac-
né zariadenie mé potom charakter bud koncentraéného zariadenia, diafiitratného
zariadenia, enzymového reaktora prip. kombinovany charakter. Uitrafiltraciou si
vo svete uspeSne skoncentrovavané a purifikované roztoky amyldzy, penicilindzy,
trypsinu, beta-galaktoziddzy, pektinaz a pod. [9], ktoré s zvdcia termolabilné.
Spojenim ultrafilira sfermentérom (tzv. membranovy fermentér) je moZné v niekto-
rych pripadoch kontinuitne odstrafiovat splodiny fermentécie z pody, podu prizivo-
vat, a tym sa vyhnut stacionamej faze fermentacie [10].

V tzv. membranovych enzymatickych reaktoroch sa ultrafilter vyuZiva na regene-
raciu enzymu zo zreagovanej reakénej zmesi, alebo sa enzym udrZiava v ultrafiltrac-
nom zariadeni, kym produkt reakcie je kontinuitne odvadzany a substrat reakcie
kontinuitne privadzany. Pri takto uskutoénenej enzymatickej reakcii sa Setri enzym
a zvySuje sa rychlosi enzymatickej reakcie. Takymto spdsobom sa robi pektolyza
ovocnych §tiav, Stiepenie laktdzy beta-galaktozidazou, enzymatické scukrenie 8kro-
bu, proteolyza bielkovin mlieka a scukrenie celulézy v membranovom reaktore
{11—13].

Izoldcia enzymov z fermentacnej pddy, ich skoncentrovanie a purifikécia ultrafil-
traciou st velmi efektné. VyZaduje si to minimum energie a nie je tu nebezpecCie
posobenia vysokych teplot na termolabilny enzym, na rozdiel od klasického
odparovania. Okrem toho sa z vyfermentovanej pody odstrania nizkomolekulame
latky, ¢im sa ziskava enzym Cistej§i — s vy$§ou Specifickou aktivitou.

Nespomé vihody ultrafiltracie fahko dostupnych hydroldz nds priviedli k postup-
nému odskGSaniu a zavedeniu do praxe spracovania vyfermentovanej pody z vyroby
alfa-amylazy (Slovenské Skrobame Dolna Krupa), celulaz (Bioveta Nitra) a pekto-
lytickych enzymov (Slovlik Leopoldov) uitrafiltraciou.

Velkou vyhodou naSej prace v oblasti fermentacnych vyrob je, Ze nas rieditelsky
kotektiv vyvinul a zaviedol do sériovej vyroby estercelulézové asymetrické ultrafil-
traéné membréany a jedno- a Sestmodulové ultrafiltraéné zariadenia. Ich ceny sd
v porovnani so zapadnymi firmami neporovnateine niZSie. Aj ked sme odskisali
a odskSavame aj iné aplikécie ultrafiltracie, spolupricou celého rieditelského
kolektivu Statnej vyskumnej tlohy ,,Membranové procesy v potravinarstve'’ sanam
podarilo vyrieSit problematiku vyuZitia ultrafiltracie pri vyrobe enzymov, pricom
sme sa zamerali na spominané tri typy enzymov —- alfa-amyldzu, pektolytické
enzymy a celulazy [14].

Pripravili sme a odskd3ali viac ako 500 typov membran. Pre uvedené aplikécie vo
fermentanom priemysle sa ukdzal ako najvhodnejsi typ membrany X-50-25-60.
Tiez ultrafiltraéné zariadenie, vyvijané vo VU LIKO, presio niekolkymi vyvojovymi
typmi az po dnesny typ ultrafiltranej stanice (obr. 1).
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Obr. 1. Ultrafiitratna stanica VU LIKO: 1 — uitrafiltrany modul, 2 — nosné konStrukcia, 3 —

stahovacia skrutka, 4 — stahovacia matica, 5 — vstup ultraf. roztoku, 6 — vystup uitraf. roztoku, 7 —

vstupné potrubie, 8 — vystupné potrubie, 9 — zberac permeatu, 10 — odvod permeétu, 11 — vstupny

resp. vystupny ventil, 12 — vstupny resp. vystupny tlakomer - vedenie ultrafiltrovaného roztoku,
——'—'—:— vedenie permeitu
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2. Koncentrdcia a purifikdcia fermentaénej pddy z vyroby amylazy

Jedinym priemyselnym producentom enzymu v CSSR je prevadzka Slovenskych
Skrobdrni Dolnd Krupd, kde sa vyraba technicky prepardt Bolamylaza, ktorého
podstatnou €astou je alfa-amylaza (E. C. 3.2.1.1.a), produkovana naskrobovej pode
s pridavkom corn-steepu kmeniom Bacillus subtilis. Ro¢na produkcia predstavuje asi
150 ton pri cene 36 000,— K&s za 1 tonu.

Na konci technologického procesu je fermentacnd pdda za zniZzeného tlaku
zzhustovand odparovanim na hodnotu 2500 DA . g™, Pritom viak dochidza ku
znaénym stratdm aktivity enzymu, v priemere aZ 50 %. Preto sa tu vz od r. 1975
odskusavalo spracovanie vyfermentovanej pody ultrafiltraciou. Najprv boli pouzité
zariadenia zapadnych firiem DDS a Abcor. Zariadenie Abcor pri tejto aplikacii v§ak
dplne sklamalo. Zariadenie DDS dosahovalo dobri priememnii selektivitu a permea-
bilitu membran (14,3 kg . m* . h™"). Straty aktivity tieZ neboli velké, ale vzhladom
na svoju kapacitu bolo zariadenie vefmi drahé, membrany sa rychlo zanasali
nerozpustnymi ¢asticami z pddy, <o tiez zniZovalo kapacitu.

Z tohto dovodu sme sa rozhodli odskisat naSe ultrafiltra¢né zariadenia, ktoré boli
vitedy v Stadiu vyvoja, aj na tato aplikdciu. Z porovnania so zariadenim DDS
vyplynulo, Ze pri takmer zhodnej permeabilite a selektivite membrin malo nase
zariadenie desatnasobne niZSiu spotrebu energie a bolo nepomerne lacnejsie.
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Zavislosti permeability membrdn od stupnia skoncentrovania mali pri oboch zariade-
niach charakter kubickej paraboly s korelacnym koeficientom r = 0,9918. Rozho-
dujicou zavislostou pri posudzovani vhodnosti membran resp. zariadenia pre danii
aplikdciu je viak zavislost priemernej permeability membran od dizky prevadzky
ultrafiltratného modulu. Pri vid¢Sine pokusov v Dolnej Krupej sa ndm podarilo
preplachom odstrénit ndnosy z membran, takZe priemerna permeabilita a stuperi
skoncentrovania sa ani pri dlhodobej prevddzke modulov bez poruchy vyrazne
nemenili.

Pri dvojstupniove;j ultrafiltricii roztoku amylaz pracovala spociatku 1 ultrafiltrac-
n4 stanica VU LIKO s celkovou plochou membrany 78 m” Pocas celého obdobia
odskisavania ultrafiltracie amylaz boli sledované bilancie hmoty a aktivity enzymu,
pricom vytaznost v laboratérych podmienkach bola nad 90 %. V prevadzkovych
podmienkach celkove za ro¢né obdobie neklesla vytaznost pod 65 %, priCom
v priemere bola vysSia ako 75 %, v niektorych obdobiach az vy$e 90 %. Vytaznost je
zavisld od mnohych faktorov — sanitdcie, kvality upchdvky Cerpadla, teploty
vzduchu, teploty roztoku, stability koncentratu a pod. _

Od jesene 1980 pracuje v D. Krupej 12 ultrafiltranych modulov (2 stanice)
s celkovou plochou membrany 143 m?, a to v dvojstupiiovom usporiadani, pri
ktorom su tieZ straty koncentratu vplyvom polarizacie koncentracie nad povrchom
membrany nizSie neZ pri jednostupfiovom usporiadani procesu. Pri zniZeni porucho-
vosti modulov a Cerpadla mozno ratat s prekrofenim priemernej vytaznosti nad
80 %, ¢o znamena obrovsku Gsporu nakladov na vyrobu Bolamylazy. Ak sa pocita
len so zvySenim vytaZnosti na 75 %, teda by sa v porovnani s 50%-nou vytaznostou
pri odparovani vyrobilo 0 50 % koncentratu viac, pri spominanej ro¢nej produkcii to
znamena rofnd dsporu 2,7 mil. K&. K tomu treba pripocitat dsporu energie. Na
odseparovanie 1 t vody ultrafiltraciou sa spotrebuje 10 kWh, kym v sticasnosti na
dvojstupfiovej odparke 400 kWh, &o pri cene 0,12 K& . kWh™! znamend roénu
usporu 560 tis. K¢s pri dobe prevadzky 6000 h ro¢ne. V siiCasnosti sa na 2 staniciach
spraciva asi 60 % objemu vyroby Bolamylazy. Zaciatkom r. 1982 bude v Dolnej
Krupej nainstalovana tretia ultrafiltracna stanica. Po po€iato¢nej pokusnej prevadz-
ke bude uvedena do stélej prevadzky, takze po vyrieSeni niektorych problémov
(prediprava fermentacnej pody odstredovanim a filtraciou na naplavovacom filtri,
chladenie, optimalizdcia sposobu Cistenia a pod.) by malo ultrafiltra¢né spracovanie
pody pokryt cely objem vyroby tejto prevadzky. Po dobudovani tretej stanice sa
zaroven zvysi rocnd uspora energie na hodnotu 840 tis. K¢s.

Pocas ultrafiltrdcie sa enzym purifikuje od nizkomolekuldrnych latok, ktoré
prechodom do permedtu sposobuji tazkosti pri likvidacii permedtu v Dolnej
Krupej. Doteraz tieto zne€istujice latky boli zahusfované odparkou a spdsobovali
tieto tazkosti uzivatelom enzymu (textilnym zavodom), pretoZe zostavali v koncen-

trate. Pri ultrafiltracii prechadzaji do permeatu, ktory méa priemerné hodnoty
ChSK = 3800 mg O, .17'aBSKs =2100mg O, . 17",
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3. Spracovavanie celulaz ultrafiltraciou

Dalsim enzymom, spracovdvanym pomocou ultrafiltracie na membranach a mo-
duloch VU LIKO, boli celuldzy (E. C. 3.2.1.4.). Vyfermentovana pdda s roztokom
celuldz, vyrobend skupinou dr. Bauera, DrSc. z Chemického ustavu SAV, bola
skoncentrovdvand najprv na testovacom zariadeni. Pokusy boli zamerané na vyber
vhodnej membrany, pretozZe sa ukézalo, Ze celuldza, produkovana kmefiom Tricho-
derma viride, mé podstatne mensiu molekulu (m. hm. 52 tis.—76 tis.) ako amylédza.
Teda ¢iastocne prechddzala aj tymi membranami, ktoré amyldzu spolahlivo zadrzia-
vali. Ak bola dosiahnut4 priemem4 permeabilita 42,4 kg. m™ . h™' a selektivita
92,5 % tak sa ukazalo, Ze treba najst selektivnejSiu membranu. Roztok celuldz bol
pritom skoncentrovany zo 7600 gama jednotiek glukézy . ml™' . h™' na priemer-
ne 11 000 gama gluk. ml™'h™", priom do permedtu prechidzalo okolo 600 gama
gluk. ml™" . h™'. Ak vezmeme do dvahy vy3Siu cenu celuldzy a vy$Siu termolabilnost
tohto enzymu, tak bolo treba zvolit selektivnu membranu a Setrnejsi postup. Pri
poloprevadzkovych pokusoch sme pouzili membrany z iného typu acetatu celuldzy
a mensi upraveny modul (vyuZitd plocha membrany 0,975 m? tlak na vstupe
0,3 MPa, priemem4 permeabilita membran 33 kg. m 2. h™"). Bolo dosiahnuté
v priemere zahustenie celuldzz 11 000 gama gluk. ml™" . h™ na aktivitu koncentratu
okolo 72 000 gama gluk. ml™' . h™', priom permeit obsahoval v priemere
230 gama gluk. ml™' . h™', teda pri dobrej permeabilite vykazovali membrany
separacni ucinnost na celuldzy 99 %. Jeden z charakteristickych pokusov z tejto
série uvadza tabulka 1.

Vhodnost modifikovanych ultrafilt-aénych membran pre tito aplikaciu sa teda
ukazala. Technologické problémy pre zavod Bioveta Nitra, kde sa pokusy uskutoc-
nili, rie$i Chemicky tistav SAV, ktory uz u nas zakuipil jednomodulové zariadenie pre
tento ucel. Pre r. 1982 sa rata s dodavkou ultrafiltracného zariadenia aj pre
prevadzku n. p. Bioveta, kde by sa celuldza mala vyrabat vo vi¢Som rozsahu.

Tabulka 1. Zavislost permeability membran od stupiia skoncentrovania
pri ultrafiltracii roztoku celuldz na zariadeni VU LIKO

Stupen skoncentrovania Permeabilita membran Teplota
(%) (kg.m™.h™) 4
8,5 37,9 -
17,0 37,4 12
25,5 34,1 -
34,0 334 -
42,6 32,8 11
51,1 32,7 17
59,6 32,6 17
68,1 31,8 17
76,6 32,1 17
85,1 32,8 ' 17
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4. Ultrafiltrdcia pektolytickych enzymov

Utelom tejto aplikdcie ultrafiltrcie je zjednodusif proces &istenia kyseliny
citrénovej a ziskat zaroveii z fermentacnej pody cenné bielkoviny, najmé pektolytic-
ké enzymy. Predbezne sme odskiSali na tento dCel zariadenia firiem Abcor
Z tychto dovodov bol a je potrebny rozsiahlejsi aplikatny vyskum a poloprevadzko-
vé pokusy priamo v prevadzke vyroby kyseliny citrénovej v Slovliku Leopoldov.

Tieto pokusy, s ktorymi sa zaCalo v lete 1981 uz vo vacSom rozsahu, sii zamerané .
na vytypovanie vhodnej predipravy vyfermentovanej pody pred vlastnou ultrafil-
traciou a na spdsob uskutocnenia ultrafiltracie (optimalizacia tlakov, teploty a uspo-
riadania procesu). Uk4zalo sa, Ze ultrafiltraéné membrany a zariadenia VU LIKO st
vhodné aj pre tito aplikéciu. Prvé pokusy boli robené s neupravenymi citrolihmi, ¢o
malo za nédsledok pomeme rychle zandSanie membréin a pokles ich permeability.
Priemerné permeability v tomto $tddiu pokusov boli okolo 5 kg . m™* . h™!, aktivita
ziskané€ho koncentracu bola v priemere 700750 °PM, priom aktivita permeatu
bola okolo 10 °PM. V dalSej sérii pokusov s odstredenymi citrohihmi a po vymyti
modulov sa pohybovala permeabilita membran medzi 12,52217,5 kg . m 2. h ™ pri
teplote média pod 30 °C a za inak nezmenenych podmienok.

V stcasnosti pri dihodobych pokusoch vo viacSom rozsahu neklesla permeabilita
membran pod 15 kg . m ™ . h™". Momentilne tu pracuje niekolko modulov s celko-
vou vyuZitelnou plochou membriny 52 m®. Aj pre tito aplikdciu sa vybome
osved¢ila membréana typu X-50-25-60, ktord bola GspeSne pouZitd uz v Dolnej
Krupej na ultrafiltrdciu amylaz, a to aj napriek mimoriadne nizkemu pH spracovéva-
nych citroldhov (ckolo 3,5).

Prekvapenim bolo, Ze ndnosy, vzniknuté na membrénach usadenim nerozpuste-
nych Castic a vplyvom polarizicie koncentrécie nad povrchom membrany, sa dali bez

Pektolytické enzymy sa doteraz v CSSR nevyrabaji, potrebné mnoZstvd pre
pektolyzu ovoenych Stiav resp. ovocia sa dovaZaji za devizy zo zahrani€ia. V minu-
losti bolo pripravené za pomoci pracovnikov nasho dstavu menSie mnozZstvo
pektolytického enzymatického prepardtu Leozym. Po testovacich a schvalovacich
pokracovaniach bolo rozhodnuté ziskavat z vyfermentovanej pody z vyroby kyseliny
citrénovej cenni bielkovinu. Jej hiavnou sii¢astou je prave komplex pektolytickych
enzymov. Tym sa pokryje potreba tohto enzgymu v CSSR, ba pri spracovani celého
objemu vyroby bude mozZné tento enzym aj vyvazat. Okrem toho spracovanie pody
ultrafiltriciou pred kryStalizaciou kyseliny citrénovej vyrazne zvySuje kvalita vyj-
sledného produktu, ktory je takto zbaveny neCistdt, ktorymi v tomto pripade
makromolekuldme latky sa.

V sicasnosti je v Keramoprojekte Trencin spracovavany projekt postupnej
rekonstrukcie vyroby kyseliny citrénovej a pridruZenych v{rob v Leopoldove. Tusa
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uZ podita aj so zavedenim ultrafiltracie do technologického procesu. Do r. 1985 viak
bude potrebné vyriesit eSte viacero problémov tejto technoldgie a najmi nutné
zvacSenie modulov vzhfadom na potrebnii kapacitu vyroby.

5. Zévery z doterajSej prace a perspektivy

Pri rieSeni vecnej etapy 3 ,,Vyvoj a overovanie poloprevadzkového zariadenia na
ultrafiltracné zahusfovanie vratane membran‘ iastkovej Statnej vyskumnej dlohy
,,Membrinové procesy v potravindrstve* bolo vyvinutych viac typov estercelulézo-
vych ultrafiltratnych membran s dobrymi mechanickymi a funkénymi vlastnostami,
vyvinuté, vyrobené a odskiSané ultrafiltraéné zariadenie VU LIKO. S tymito
membranami a zariadeniami bolo odskasanych niekolko aplikicii ultrafiltracie.
Majefektivnejsimi a najprepracovanej§imi technologickymi postupmi ultrafiltracie
makromolekuldrnych latok sa stali doteraz: ultrafiltracia amylaz, odstredeného
mlieka, stvatky, ovocnych Stiav, celuldz a pektolytickych enzymov. V praci popisuje-
me doteraz urobené pokusy a poloprevadzkové skasky ultrafiltricie enzymov.
Z nich niektoré si uz v Stadiu priemyselnej vyroby enzymov. Ukazalo sa aj niekolko
problémov pri pouziti tejto metddy separicie, najmé problém zanasania membran,
hygieny a sanitdcie zariadeni. S viak postupne rieSené Specificky pre jednotlivé
aplikdcie ultrafiltricie. Uroven rieSenia tychto problémov rozhoduje o tdspechu
pouzitia ultrafiltricie v jednotlivych pripadoch. Vyskum a vyvoj ultrafiltracnych
membran a zariadeni, ako aj ich aplikacii sa vo VU LIKO nekonéi. Je nevyhnutné
zlepSovat doterajSie rieSenia, hfadat nové cesty a postupy, aby naSe zariadenia
obstali v konkurencii zahrani¢ia, ako aj v konkurencii ostainych zariadeni na
separiciu, a to nielen svojou cenou, ale aj kvalitou a spolahlivostou.
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Hcnonn3osanee yasTpadBibTpansd B (DepPMEHTANOEHOH NPOMBIILICHHOCTH

Peziome

B paGore omyicaHo Mcnonp30Banue yrbTpadUIbTPOBATLHBIX MeMOpaH M o6opynoBanuit B Haydso-
uccinepopatenbckoM MHCTHTYTE JIMKO B MPOH3BOCTBEHHBIX TEXHOIOTHSIX 9H3UMOB B YE€XOCJIOBALKOM
tepMeHTaUMOHHON NpoMbIINEHHOCTH. MiccneoBanuch mpo6aemMs! pacipoCTpaHEHHst 3TOTO MPUMEHe-
HHS yIbTPaWILTPALMH B [IPOH3BOACTBE anb(a-aMHIasbl, UEIUIHNIA3 U IEKTONIHTHIECKHX 9H3UMOB, KaK
¥ HAMETEHBI HANPaBJIEHUs JalbHERIIErO Pa3BUTHSA 3TUX (hePMEHTAUMOHHBIX TEXHOIOTHI.

B 3axiroueHuH MOABEAEHO PeleHre NPo6ieM PH HCTIOIb30BaHUM ITOTO METOAA CeNapauyy | BbIpa-
XKEHO yOexneHue O yIyImeHsy YPOBHY yIbTpathuILTPAMOHHEIX MeMOPaH 1 060pyROBaHMil K PHMEHE-
HUM yNbTpaduIbTpanyy.

Utilization of ultrafiltration equipment at the Research Institute LIKO
in processing enzymes

Summary

The work deals with utilization of ultrafiltration membranes and equipments of the Research Institute
LIKO in production technologies of enzymes in Czechoslovak fermenting industry. It is focused on
problems of introducing this ultrafiltration application into the production of a-amylase, cellulases and
pectolytic enzymes and suggested possible trends of further development of these fermenting technolo-
gies. In conclusion, results obtained with the use of this separation method have been summarized and the
convinction is expressed that the quality of ultrafiltration membranes, equipments and ultrafiltration
applications used will improve in the futiire.

Ing. V. Hlavacka, M. Svorka, Ing. V. ViSacky, Vyskumny dstav LIKO, Mileti¢ova 23, 824 62
Bratislava.
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