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) (57) Anotace:
Zplisob ireverzibilni inaktivace kataldzy v

bunikich Aspergillus niger a v technickych glu-
kézaoxidazovych prepardtech se provadi tak, Ze
se mycelium Aspergillus niger nebo technicky
preparat glukézaoxid4zy uvede do styku s 0,1 a2
5 % hmot. metanalem a 0,5 aZ 5 % hmot.
peroxidem vodiku pii 4 aZ 15 °C a po 5 az 30
minutdch se glukézaoxidéza izoluje a purifikuje
zndmymi postupy. Timto zptisobem je moZné
jednoduchym zptisobem pfipravit preparaty
glukézaoxiddzy bez kataldzové aktivity, vysled-
ny prepariat neobsahuje slozky inaktivaéni

‘smési.
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Vyndlez se tyka zplsobu inaktivace katalazy v burikdch v1ak-
nitych hub i v jejich bezbunkovych extraktech.

Enzym glukdézaoxiddza md Siroké pouzZiti v klinické diagnosti-
ce, desacharizaci potravinarskych vyrobkl, stabilizaci nédpoju
i v dalsich odvétvich. I kdyZ je glukdézaoxiddza produkovand ruz-
nymi mikroorganismy, Vv prumyslovém méritku se pouZivaji jako
zdroj tohoto enzymu vldknité houby Aspergillus niger a Penicilli-
um species. V takto ‘ziskanych enzymovych prepardtech je vsak
glukézaoxiddza doprovazend enzymem kataldzou, ktery je p¥i mno-
hych aplikacich glukdézaoxiddzy nevyhodny, protoZe plsobi rusive
na specifickou reakci, kterou tento enzym katalyzuje (Bergmeyer,
V. H.: In Methods of Enzymatic Analysis, Vol. 2, Verlag, Weinhe-
im, 1983). Tak tomu je nap¥iklad pr¥i pripravé testli, respektive
indikdtorovych papirkd na stanoveni cukrG, predevsim glukdzy
v médiich a v té&lnich tekutinéach.

K separaci glukézaoxidazy od kataldzy se nejcastéji pouZiva
ionova chromatografie se slabym anexem (Pat. CSSR 103 453, Sasaki
et al.: J. Biochem. 91, 1555 (1982), Mikes, 0. et al.: J. of

Chromatog. 148, 237 (1978)), ionovd hydrofdébni chromatografie na
Amberlité CG-50, gélova filtrace na Sefadexu G-150 a 200
(Brochert, A.: J. of Chromatog. 244, 49, (1982)), afinitni
chromatografie na imunosorbentu (Clark, L. C.: Ann. N. Y. Acad.

Sci. 102, 29 (1962)) a dalsi metody.

Nevyhodou téchto metod 2z hlediska pruimyslového pouziti je
vysokd cena a dostupnost chromatografickych ndplni, kapacita ko-
lon, ¢asovd ndrocénost a ¢asto i nutnost zarazeni novych techno-
logickych operaci (napfiklad odsoleni). P¥i p¥ipravé technického
preparatu glukdézaoxidazy béiné metody separace enzymu, jako je
srdZeni siranem amonnym (Pat. CSSR 103 453, 143 103), diamino-
etoxyakridinlaktdtem (Pat. NSR 2 308 013) neumoZiiuje pr¥ipravu
glukézaoxidazového preparatu bez kataldzové aktivity. Také pr¥rida-
vek inhibitord kataldzy (tézké kovy, azidy, soli hydroxylaminu,
2,4-dichlorfenol, tiazolové derivaty a dalsi) neni pri mnohych
aplikacich glukézaoxiddzy Zadouci a navic je td¢inek mnohych inhi-
‘bitord reverzibilni (Webb J. L.: In Enzyme and Metabolic Inhibi-
tors, Academic Press, New York, (1966)). :

Inaktivace kataldzy zplsobem podle vyndlezu je velmi vyhod-
na, protoZe je moZné jednoduchym zpusobem vysoce selektivné ire-
Yverzibilné inaktivovat enzym kataldzu v glukdzaoxiddzovych prepa-
rdtech, ziskanych z bunék vldknitych hub. Navic je moZné katalazu
inaktivovat prfimo v burkdch vlaknitych hub a glukdézaoxiddzu potom
izolovat 2z bunék béZnymi separac¢nimi = postupy, coZ zjednodusuje
podstatné cely izolacéni proces. Enzymové preparaty, ziskané zpu-
sobem podle vyndlezu, neobsahuji rezidudlni 1latky 2z inaktivaéni
smési, protoZe peroxid vodiku je rozkldddn v prubéhu inaktivace
pusobenim enzymu kataldzy a zbytkovy formaldehyd se odseparuje od
enzymu dJlukézaoxiddzy v procesu izolace enzymu (ultrafiltrace,
precipitace).

Zpusob inaktivace kataldzy podle vyndlezu spoc¢iva v tom, 2Ze
se bunéc¢na hmota vlaknité houby Aspergillus niger nebo z ni izo-
lovany hruby enzymovy preparat glukdézaoxiddzy uvede do styku
s roztokem obsahujicim 0,1 aZ 5 % metanal a 0,5 azZ 5 % peroxid
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vodiku a smés se michd pri 4 aZ 20 °C po dobu 5 aZ 20 minut. Po
inaktivaci kataldzy se glukdzaoxiddza izoluje z bunék Aspergillus
niger a ddle purifikuje béZnymi postupy.

Vyhodou navrhovaného zplUsobu inaktivace kataldzy v pritom-
nosti glukézaoxiddzy v bunkdch vldknitych hub a v technickych
prepardtech glukdézaoxiddzy v porovnani s doposud pouzivanymi pos-
tupy Jje, Ze predmétny zplsob je ekonomicky nendroény s jedno--
duchymi technologickymi operacemi, inaktivace katalazy je irever-
zibilni a vysledny prepardt neobsahuje slozky inaktivacni smési.
Navic je moZné inaktivovat selektivné kataldzu pfimo v burikdch
vladknitych hub, coZ podstatné zjednodusuje pripravu technickych
prepardtl glukdzaoxidazy.

Vyndlez ilustruji ndsledujici priklady provedeni, kterymi se
vSak rozsah vyndlezu v Zadném sméru neomezuje.

Priklad 1

Do 500 ml vodni suspenze mycelia Aspergillus niger CCM 8004
(susina 15 g/dm3) s aktivitou glukézaoxidazy 40.103U/g (sucha véa-

ha) a katalazy 2,5.106 U/g (suchd védha) (definice U - viz Wortin-
~gton Enzyme Manual, Wortington Biochemical Corp. Freehold, New
Yersey, 1972) bylo prilito 500 ml vodniho roztoku obsahujiciho
metanal (1 % hmot.) a peroxid vodiku (1 % hmot.). Smés se michala
p¥i 6 °C po dobu 10 min a potom se mycelium oddélilo od tekutého
podilu filtraci. Mycelium obsahovalo 94 % glukdzaoxidazové a 2 %
kataldzové aktivity, pGvodné obsazZené v myceliu. ‘

Priklad 2

Do 50 ml vodniho roztoku technické glukdzaoxiddzy (aktivita

glukézaoxidazy 130 U/cm3, kataldzy 7 500 U/cm3) bylo prilito 50
ml vodniho roztoku obsahujiciho 1 % (hmot.) metanalu a 2 %
(hmot.) peroxidu vodiku. Smés se michala pri 4 °C po dobu 5 mi-
nut. Enzymy byly v daném Case precipitované ledovym etanolem (po-
mér voda : etanol = 9 : 5) a oddélené centrifugaci. Po resuspen-
dovani sedimentu obsahoval prepardat 90 % puvodni glukdzaoxiddzové
a 1 % katalazové aktivity.

PATENTOVE NAROKY

Zpusob inaktivace kataldzy vedle glukdzaoxiddzy, vyznacujici
se tim, Ze se bunky vlaknité houby Aspergillus niger nebo vodné
“technické glukézaoxiddzové preparaty pripravené z mycélia vlakni-

té houby Aspergillus niger uvedou do styku s vodnym roztokenm,

‘obsahujicim metanal v koncentraci 0,1 aZ 5 % hmot. a peroxid vo-
diku v koncentraci 0,5 aZ 5 % hmot. a smés se michd p¥i 4 az
15 °C po dobu 5 az 30 minut. '
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