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(54) ZpGsob imobilizace amyloglukozidazy

Amyloglukoziddze se imobilizuje s{té-
nim dialdehydem, zejména glutardialdehy-
dem, ve vodném prostifedi v pritomnosti
flokulaZniho ¢inidla, s vyhodou polyaminu
a bundk mikroorganismi nebo jejich frag-
mentl. Bunky mikroorganismd mohou mit
pred siténim chemickou, biochemickou &i
fyzikdlni cestou zvy3en po&et skupin rea-
gujicich s aldehydy a mohou nést dal3{
enzymovou aktivitu.
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Vyndlez se tykd zpisobu imobilizace amyloglukoziddzy. Dosud je zndma ¥ade postupl
ptipravy védzené emyloglukozidézy, zehrnujicich sorpcl na rdzné nosile, jako nap¥. DEAE-ce=~
luldzu, Amberlit IRA 93, kysli¥nik hlinity¥, nebo kovalentnf vazbu na r&zné materidly, jako
na porézni sklo potafené vrstvou kysli&nfkd zirkonu, titanu, hliniku nebo hefnia, poly-
akrolein, na polysacharidové materiély pomoctf solf titanu, cinu, zirkdénu a feleza, na chi-~
tin pomoci glutaraldehydu, nebo inkluzi do polyakrylemidového gelu, do vldken derivétd
celuldzy apod. Je zném i zplisob imobilizace vazbou emyloglukoziddzy na povrchy mikroorga-
nismi jako jsou Saccharomyces carevisiae, Bacillus substilis a Escherichia coli, ktery se
provéddi{ pomoci titanu nebo predchoz{ aktivaci mikroorganismd bifunkinimi &inidly. Rovn¥:
Je zném zpisob kovalentniho zesit&ni nerozpustného komplexu amyloglukozidézy s taninem
pomoci glutardialdehydu.

Dosud znémé zpisoby imobilizace vyZadujf bud specidlnf, &asto aktivované nosile, kte~
ré jsou velmi nékladné, nebo vedou k produktim s nizkou stabilitou nebo aktivitou, &i k vy-
raznému sniZenf meximdlni konverze substrdtu v ddsledku difdze.

Uvedené nedostatky odstrenuje zpisob imobilizace amyloglukoziddzy podle vyndlezu za-
loZeny na jejim siténf diesldehydem, zejména glutardialdehydem, jehoZ podstata spo&ivd
v tom, Ze s{t¥ni amyloglukoziddzy se provédi ve vodném prostiedi v pritomnosti flokuladni-
ho &inidla a bun¥k mikroorgenismd s/nebo jejich fragmentd. Vyhodné je pouZitf flokuldtoru
z Yady polysmind, nep?. polyetyléniminu. Bunky mikroorgenismi mohou byt enzymov® neaktivni,
ale mohou s vyhodou obsshovat i dalsi enzymovou aktivitu, napr. glukdzooxidézovou a kata~
ldzovou nebo glukdzoizomerdzovou., Rovnd vyhodné je, maji-li buiiky mikroorganismi fyzikél-
ni, chemickou &i biochemickou cestou zvySeny podet skupin reagujicich s asldehydy a provédi-
~1i se sit¥ni amyloglukoziddzy za michéni pii koncentraci enzymové bilkoviny 40 a%¥ 120 mi-
ligremi/ml, iontové sile roztoku 1 a% 15 mS, teplot® 10 a¥ 40 °C, pH 4,5 a% 8, pirifem?
hmotnostni pomdr mezi smyloglukoziddzou a kaidou z ostatnich sloZek reak®n{ sm&si Je 1:0,05
aZ 0,5.

Zpisob imobilizace podle vynélezu je technicky nenérodny a ekonomicky velmi vyhodny.
Cely proces obvykle neprevySuje dobu trvéni 2 hodiny a vyt&Zfek aktivity se pohybuje mezi
15 aZ 30 %» Prednosti tekto p¥ipraveného vézaného enzymu je jeho zvySend stabilita, ziska-
né pomoci bundk mikroorgenismi, kterd dovoluje jeho dlouhodobé prechovdven! v suchém stavu
bez vyrazné ztrdty aktivity. Pritom diky vysokému specifickému povrchu bundk je jejich
mnoZstvi nutné ke stabilizaci pom&rn¥ malé, co¥ umo¥nuje zachovéni vysoké aktivity vdzané-
ho enzymu. Tato ektivite je vy33{ ne% u v&t¥iny prepardtd ziskanych dosud znémymi zplsoby
imobilizace amyloglukoziddzy. Vyhodné rovn¥i Je, Ze lze pouZ{t bun¥k mikroorganismi odpa-
dajicich pri primyslovych fermentacich, nap¥. mycelia Penicillium chrysogenum, které je
odpadem pri fermentaci penicilinu, tekfe jejich porizovact nékledy jsou prakticky pulové.

Amyloglukoziddza pouZitd pro imobilizaci postupem podle vyndlezu mife byt napi. ko-
meréni technicky prepardt, ktery je bud preddistén a odsolen nebo pouze odsolen.

Buiiky mikroorgenismd mohou byt nativni, ale mohou byt té% predem fyzikélng, chemicky
nebo biochemicky odetleny tak, aby na jejich povrchu stoupl podet skupin resgujicich
8 aldehydy. Tyto skupiny jsou predstavovdny predevdim volnymi eminoskupinami bilkovin a
aminoskupinemi polysacharidovych struktur bun&&nych stén, tj. peptidoglykanu u prokaryot-
nich mikroorgenismd a chitinu, resp. chitosanu u organismd eukaryotnich. ZvyZeni podtu
eminoskupin lze dosdhnout nap¥. deacetylact N~acetylglukézeminovych Jednotek uvedenych
polymerd p¥i alkalické hydrolyze.

Mohou v8ak byt pouZity i burfiky mikroorgenismi, které obsshujf je¥t¥ dalsf enzymovou
ektivitu, katalyzujic{ pem¥nu glukdzy vznikajfci katalytickym d&inkem amyloglukoziddzy.
Jednd se predevdim o bunky obsshujici glukdzooxidézovou a kataldzovou ektivitu, jako jsou
Aspergillus niger, nebo buiky s glukdzoizomerdzovou aktivitou, jako nap¥. Streptomyces
olivochromogenes.
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Pridé-11 se flokuldtor do roztoku amyloglukoziddzy, dojde ke vzniku nerozpustného
komplexu enzym-flokuldtor, kiery se oddéli od roztoku ve formé srafeniny. JestliZe jsou
pfed pridénim flokuldtoru v roztoku enzymu suspendovény bunky mikroorgenismi, uzaviou se
v komplexu enzym-flokuldtor. Priddni{m polyfunkénich &inidel, 2zvl43t® disldehydd a zejména
glutardialdehydu, dojde ke vzdjemnému zesit&ni v3ech sloZek. Takto ziskeny komplex je ne-
rozpustny ve vodé a organickych rozpou¥t&dlech a obseshuje vysoké mnoZfstvi amyloglukozidé-
zové aktivity. Zékladni tvar vznikajfcich &dstic komplexu je zhruba sféricky a% plo3ny,

s prim&rnou velikost{ 0,5 a% 3 mm. Velikost &dstic, jejich tvar a pevnost lze do jisté
miry ovlivnit podminkemi zpisobu pfipravy, tj. koncentraci a kvalitou jednotlivych sloZek,
iontovou silou, pH, teplotou, intenzitou michéni a reakénf dobou. Zpevné&ni a sniZeni bot-
navosti &dstic lze doséhnout napi. vysu¥enim z vody nebo z prostPedi organického rozpous-
t&dla s vodou misttelného, jako nap¥. aceton. {dstice lze po p¥ipravé rovnd% déle tvarovat,
nap¥. krédjenim nebo st¥ihdnim.

Priklad 1

1 000 ml1 amyloglukoziddzy NOVO AMC 150 L se frakdné& srdZi sirenem smonnym. Frakce 30
aZ 71 % nasyceni se rozpustf ve 2 950 ml vody a poté se roztok prefiltruje a odsoli ultra-
filtrac{ na zarizeni Amicon 2 000 s membrdnou PM 10. Po odsolen{ se ziskd 960 ml roztoku
o vodivosti 6,6 mS, aktivit® 148 EU/ml a koncentraci bilkovin 75 mg/ml. V§tdZek aktivity
je 87,7 %. 100 ml tohoto roztoku enzymu se upravi | N NeOH tak, aby jeho pH bylo 5,0 a
poté se v n&m suspenduje 2,5 g mycelia Penicillium chrysogenum. Toto mycelium se predem
chemicky o8etf{ tak, Ze se jeho 10 % suspenze v 5 N NaOH zahi*ivé na vodni ldzni po dobu
3 hodin. Nato se mycelium promyje vodou do neutrdlni reakce a odfiltruje. Po. suspendovéni
mycelia v roztoku emyloglukoziddzy se za stélého michdni vnese 18 ml 10% vodného roztoku
polyetyléniminu SEDIPUR CL -~ 903 a poté 8 ml 25% vodného roztoku glutardialdehydu.

Po 30minutovém michéni nésleduje 30 minut stdni, po kterém se vznikly materidl odfiltruje,
promyje 200 ml deionizované vody, naleZ se suspenduje ve 100 ml ledového acetonu. Po 5 mi-
nutdch michéni se aceton odsaje a hotovy nerozpustny preperdt se vysu3f prosdvédnim vzdu-
chem. Jeho hmotnost je 6,8 g, aktivita amyloglukoziddzy 420 EU/g a polofas inaktivace

1 920 hod.

Pr{klad 2

Ve 100 ml roztoku o vodivosti 6,6 mS, aktivit& amyloglukozidézy 148 EU/ml a koncentra-
ci bilkovin 75 mg/ml, jehoZ pH se upravi 1 N NaOH na hodnotu 5 se suspenduje 10 g nativai~
ho mycelia Aspergillus niger s glukdzooxiddzovou a kataldzovou sktivitou: Déle se postupu-
Je stejnd jek uvédi priklad 1. Ziskd se 11,5 g ¥dstic nerozpustného komplexu o aktivitd
amyloglukozidézy 300 EU/g a glukdzooxidézy 74 EU/g.

Pr{klad 3

Ve 100 ml roztoku o vodivosti 6,6 mS, aktivité amyloglukozidézy 148 EU/ml o koncentra-
ci bilkovin 75 mg/ml, jehoZ pH se upravi 1 N NaOH na hodnotu 5, se suspenduje 15 g nativni-
ho mycelis Streptomyces olivochromogenus s glukdzoizomerdzovou aktivitou. Ddle se postupu-
Je stejng jako v prikladu t. Ziskd se 16,8 g &d&stic nerozpustného komplexu o aktivitd
amyloglukozidézy 280 EU/g a aktivit glukézoizomerdzy 64 EU/g.



216634 4

PREDMET VvYINLLEZU

1. Zplsob imobilizace amyloglukoziddzy sit¥nim dieldehydem, zejména glutardialdehydem,
vyznedujici se tim, Ze sit&n{ amyloglukoziddzy se provédd{ ve vodném prostfedf v piitomnos-
© t1 flokulaedniho &inidle a bun¥k mikroorgenismi a/nebo jejich fregmenti.

2. Zplsob imobilizace podle bodu 1, vyznedujici se tim, %e flokuladnim &inidlem je
polyamin, napi. polyetylénimin.

3. Zpisob imobilizace podle bodu 1 & 2, vyzna¥ujici se tim, Ze bunky mikroorganismd
Jsou enzymovE neaktivni nebo nesou dal¥i enzymovou sktivitu, napi. gluk6zooxidézovou, ka-
taldzavou nebo glukdzoizomerdzovou.

4. Zplsob imobilizace podle bodd 1 a% 3, vyznalujfci se tim, %e bunky mikroorganismd
maji fyzikélni, chemickou &i biochemickou cestou zvysen podet skupin resgujicich s alde-
hydy.

5. Zplsob imobilizace podle bodd 1| a% 4, vyznedujfci se tim, Ze sitdni amyloglukozidd-
2y se provéd{ za michdni pri koncentraci enzymové bilkoviny 40 a% 120 mg/ml, iontové sile
roztoku 1 a% 15 mS, teplotd 10 aZ 40 °C, pH 4,5 a¥ 8, pfiéemi hmotnostni pom&r mezi amylo-
glukoziddzou a ka¥dou z ostatnich sloZek reek&ni sm&si je 1:0,05 a% 0,5.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kés
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