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. Zpisob separace enzymu cyklodextrin
zlukosyltransferdzy

(57) Eultivain{ kapalina ngbo roztok enzy-
mu se pri teplotd 0 aZ 25 “C a pH 5,0 a%
8,5 na 1 af 4 hodiny uvede do styku se
gkrobem nebo modifikovenym 3krodbem, 3Ikrob
s enzymen se promyje vodou a p¥l teplotd
40 8% 60 “C se inkubuje ve vodé¢ ke zteku-

- cen{ 3krobu a ziskdén{ findlnfho enzymového

koncentrdtu. Ob¥ opersce lze provadét
vsddkoveé 1 pritokovE. Ziskd se enzym zba-
veny viZech bflkovinngfch nedistot.
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Vyndlez se tyké zplisobu separace enzymu cyklodextrin glukosyltransferdzy z kulti-
vain{ kapaliny po kultiveci bakterif, produkujfcfch tento enzym nebo z roztokd tento
enzym obsahujfcich.

K separaci cyklodextrin glukosyltransferdzy se poufi{vd dosud srdZenf roztoku enzymu
si{ranem amonnym, ethanolem nebo acetonem, zshuztovédni enzymu odparenim za snfZené teplo-
ty nebo zshustovén{ ultrafiltrac{. Byla také popsdna izolace enzymu sorpc{ na nativanf
Ekrob & na cyklodextriny vézané na nerozpustny nosi& nebo s{t&né epichlorhydrinem.

Nevyhody uvedenych postupd spolfvaji v energetické nebo investiin{ ndkladnosti, ve
vzniku velkého mno¥stvi siln& zneZijténych odpadnich vod a také v tom, Ze enzym aeni hé&-
hem separace &iitdn, ale pouze koncentrovdn. Izolace enzymu cyklodextrin glukosyltrans-
ferdzy afinitnf{ sorpci na nativnfm Skrobu vyZaduje préci s vellymi objemy kapaliny, pro-~
tofe enzym mife byt sordbovdn pouze vsddkovim zplsobem. Pro kontinudlni izolaci enzymu ve
sloupci nelze nativnf Zkrob pouZit, protoZe vlivem nejednotnéd velikosti zrn a obecnd ma-
1ého prim&ru zrn dochdéz{ k vysokému tlakovému odporu sloupce Zkrobu, dovolujfcimu pouze
pomsaly pritok, zcela nepoufitelny pro primyslové izolace. Sorpce enzymu na s{tiny cyklo-
dextrin miZe byt pouZito i kontinuding, ale p¥i sf{t3nf je v&t3ina molekul cyklodextrinu
atericky blokovéna a vy¥slednd kapacita aorbentu je proto velmi nizk4. O mnoho vy%i{ nenf
ani kapacita sorbentd piipravenfch kovalentn{ vasbou cyklodextrinu na nerozpustny nosiZ.
Ani v t&chto pFipadech nen{ metoda pouZitelnd pro primyslovou vyrodu.

Uvedené nevyhody odstraﬁude zplisob podle vyndlezu, spodivajfe{ v tom, Ze kultivadn{
kapalina nebo roztok enzymu se uvede do styku se Ekrobem nebo modifikovanym Zkrobem p¥i
teplot® 0 aZ 25 % a pH 5,0 a¥ 8,5 na dobu ! aZ 4 hodiny a po promyt{ Zkrobu s enzymenm
vodou se ¥krob inkudbuje ve vodE pii teplotd 40 aZ 60 °C xe ztekucenf ¥krobu a zfskdni en~ .
zymového koncentrdtu, prifemZ ob& operace mohon b¥t provedeny jak vasddkové, tak i v pri-
toku.

Po ztekuceni Zkrobu uvedenym postupem je z{skdn enzymovy koncentrét, neobsahujfct
24dné dal3f enzymy a stadbilizovany hydrolyzdtem Zkrodu.

Vyhodou postupu podle vyndlezu je zejména to, Ze sorpce miZe by}t provedena filtract
roztoku enzymu vrstvou Zkrobu nebo modifikoveného Zkrobu, &im%¥ se dosdhne technologického
zjednodulen{. Dal3{ vyhodou je to, %e enzym je sbaven viech bilkovinnych neistot, které
by mohly nepifznivd ovliwvnit jeho pouZiti.

P#{klad !

100 m1 kultivadnf kepaliny po kultivaci Bacillus macerans, obsahujfcf cyklodextrin
glukosyltransferdsu o aktivité 200 j./ml Je pfi teploté 5 ° a pH 7,0 filtrovaného vrstvou
houbovitého 3krobu o celkovém objemu ! ml. Po filtraci celého mnoZstvi je sloupec promyt
vodou za stejné teploty. Skrob je potom suspendovén v 5 ml vody a mfchdn 2 hodiny pFi 50
9. Je z{skdno 6 ml rostoku enzymu s vitéikem enzymové sktivity 81,3 %. Jedna jednotka
enzymové aktivity (J.) je definovdna jako mnoistv{ ensymu, které snii{ absorpci Zkrobo-
vého roztoku jJddu p¥i 660 mm o ! % za minutu p¥i 40 °C a pH 5,5.

Pr{klad 2

100 ml kultivainf kapaliny po kultivaci Bacillus macerans o sktivité cyklodextrin
glukosyltransferdzy 200 j./ml je mfchdno pfi 5 % s Jednim gramem houbovitého Zkrobu
v perlové form® 4 hod. Potom je 3krob odseparovén a promyt vodou za stejné teploty. Skrobd
s enzymem je potom inkubovén 4 hodiny p¥i 50 % do stekucen{. Je z{skén roztok s vyt&iken
enzymové aktivity 73,6 %.

Pr{klad 3

100 ml kultivadnf{ kapaliny po kultivaci Bacillus macerans o aktivit& cyklodextrin
glukosyltransferdzy 200 j./ml se filtruje p¥es 1 ml houbovitého Zkrobu p¥i teplot® 0 %
a pE 6,5. Potom je vrstva fkrobu promyta vodou za stejné teploty a Zkrob se sorbovanym en-
zymem je zpracovén stejn& jako v p¥*fkladu !. Je z{skdn koncentrs&t cyklodextrin glukosyl-
transferdzy s vyt&fkem enzymové aktivity 79,8 %.
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Zpisob separace enzymu cyklodextrin glukosyltransferézy z roztoku obsahujfcich ten-
to enzym, vyznalujfic{ se tim, Ze kultivalni kapalina nebo roztok enzymu se uvede do sty-
ku se Xkrobem nebo modifikovanym Zkrobem pii teploté 0 af 25 % o pH 5,0 aZ 8,5 na dobu
1 a¥ 4 hodiny a po promyti Skrobu s enzymem vodou se Zkrob inkubuje ve vod& pri teplotd
40 8% 60 °C ke ztekucenf Zkrobu a z{skén{ enzymového koncentrdtu, pFifemi ob& operace
mohou byt provedeny jak vsddkov&, tak i v pritoku. ’
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