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1

Prihlé%ka vyndlezu sa tyke pripravy imobilizovanych enzjmov viazenych na perlovej

celuloze obsahujicej karbonylové skupiny.

Principy imobilizécie enzymov na réznych polymérnych nosiloch su dnes dostatolne

zndme nielen z literdrnych ddajov [Methods in Enzymology, Vol. XLIV, Immobilized Enzames,

Ed. Klaus Morbach, Academic Press, New York, San Francisko, London 197@], ale i mnohych

praktickych aplikdcii tak vo vyskume, ako i v priemyslovej praxi.

Chemickd imobilizdcia enzymov na vhodnom nosidi patri k najroz8irenej8im spbsobom

imobilizdcie, pridom ako nosit sa pouzivajui rézne syntetické polyméry, ale i prirodné

polysacharidy: 8krob, celuldza, dextrany a i. Ak sa pou%ije ako nosi% vlédknitd alebo prés-

kové celuloza, Jje pdtrebné pred imobilizdciou enzymu vytvorit na celuloze vhodnd funkdnid

skupinu, ktord je schopné v druhom stupni kovalentne intereagovat s prisludngmi skupinami

enzymu. Takouto skupinou je napr. karbonylovd skupina, ktoréd sa velmi jednoducho vytvori

zndmou oxiddciou celulozy, resp. iného polysacharidu s jodistanom draseinym. (T. P. Novell:

Methods in Carbohydrate Chemistry New York 1963, str. 165-68).

Je viak zndme, %e polymérny nosi&, na ktorom je enzym viazeny mé zdsadny vyznem na

aplike¥né moZnosti imobilizovanych enzymov v priemyslovej praxi. Polymérny nosi¢ musi mat

dostatodne velky napuidacl objem v reak&nom médiu, aby bola zabezpe&end dostatolnd rychlost

difdzie substrétu k aktfvnym centrdm imobilizovaného enzymu.
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Z uvedenych d8vodov sd pre imobilizdciu nativne polysacharidy ako celuloza a 3krob-

nevhodné. Treba ich preto vhodnym spbsobom chemicky modifikovat, aby napidacf objem poly-
sacharidového gélu bol dokonale pristupny i pre védsie molekuly substrdtu. Velmi vhodnym
celulozovym nosi¥om pre imobilizéciu enzymov ukédzala sa byt perlovd celuldza (¥s. AO &.

172640 (1976)), ktord epfﬁa ndroéné poZiadavky polymérneho nosida pre kovaleﬁtné viazenie

enzymov.

Podstata vyndlezu spodfva v tom, Ze v prvom stupni sa perlovd celuloza oxiduje vo
vodnom roztoku s jodistanom dreselnym, alebo sodnym pri izbovej teplote po dobu 10 a% 24
hodin za pouZitia 0,03 a%¥ 0,25 molu jodistanﬁ draselného na enhydroglukozovy jednotku ce-
lulozy, nado sa v druhom stupni po premyti produktu destilovanou vodou do negativnej re-
akcie na jodistan prid4 vodny roztok enzymu v mnofstve 10 aZ 50 % na véhu suchého celulo-
zového oxidoveného nosida a nechd sa za miedania reagovat po dobu 10 az'24 hodfn pri pH 4

a% 8 podla pH optima & stebility viaezaného enzymu pri teplote 4 a% 40 °c.

Pri oxiddcii perlove] celulézy Jje ddle%ité, aby sa reaklnd zmes nemieSala vysokoobrdt-
kovym mie3adlom, pretofe by mohlo d8jst k drobeniu celulozovych guli¥iek, %o m& za ndsledok
zvySovanie odporu pri prdci na kolone. Je ufelné preto volit velmi nfzke obrdtky potrebné

len na to, aby celulozové suspenzia podas reakcie nesedimentovala.

Reak&nd doba potrebnd na dosiahnutie potrebného oxide&ného stupna nepresahuje 10 aZ
24 hodin pri izbovej teplote. Pri nifzkych stupnoch oxid4cie sa v uvedenom reakZnom Zase
oxida¥né reagens spotrebuje tekmer na 98 %, t.j. nie je potrebné po ukonZenf reakcie ne-
zreagovany jodistan chemicky eliminovat. Sta¥{ na filtri premyt destilovanou vodou a hned
pokratovat s naviazanim aplikovaného enzymu. Enzym sa priddva vo vodnom roztoku pri opti-
mélnom pH aplikovaného enzymu. Naviazanie enzymu je ukonZené do 24 hodin pri teplote 4 a%

40 °C podla tepelnej stability enzymu.

Vyhodou predmetnej imobilizécie enzymov na perlovej celuloze je predovdetkym to, Ze
perlovd celuloza v dbsledku presnej gulovej geometrie &astic md velmi dobré vlgstnosti
pri prdci v kolone,ako i dostatodne vysoky napilaci objem vo vodnom roztoku, ¥im su pod-

mienené dobré difdzne rychlosti substrdtu k ektivnym centrdm imobilizoveného enzymu.

Prikledy prevedenia
Priklad 1

K 16 g mokrej perlovej celulozy (sudina 10,5 %) sa pridd roztok 40 ml vody s 0,115 g
jodistenu draselného. Reskdnd suspenzia sa pri laboratornej teplote nechd reagovat pri sté-
lom miedan{ 24 hodin. Mie#anie nesmie byt intenzfvne, len také, aby perlovd celuloza nese-
dimentovela. Po ukondeni oxiddcie sa perlovd celuloza odfiltruje a premyje destilovanou vo-
dou, priéom sa zi{ska produkt so stupnom oxid4cie 0,05, t.j. ke¥dd 20. anhydroglukézové jed=-
notka je oxidovahé na dialdehyd v polohe Cos C3.

K premytej dialdehyd celuloze sa pridd 60 ml 0,05 M bardtového pufru o pHv8,6f X uve~-
denej suspenzii sa pridé roztok pseudocholinesterdzy (acylcholin acylhydroldza EC 3.1.1.8)
v mno%stve 0,5 g o aktivite 120 U/mg v 50 ml 0,05 M bardtového pufru o pH 8,6 za stdleho

mie%ania ne elektromagnetickej miedafke. Reakcia imobilizdcie prebieha po dobu 24 hodin



, 202 373
pri teplote 4 %. Po ukon¥eni reakcie sa perlovd celuloza s imobilizovanym enzymom odfiltru~

je, na filtri sa premyje 10 %¥-nym roztokom NeCl, aby sa vymyl podiel enzymu viazaného fyzi-
kdlne. Premyty imobilizovany enzym mel ektivitu 1800 U/g mokrej celulézy a zachoval si tito
aktivitu pri skladovant pri teplote 10 °¢ po dobu 1 roka.

Priklad 2

Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom, Ze na imobilizéciu pou%ijeme enzym o -amylézu

(et =1,4-glukén glukénohydroldza EC 3.2.1.1) (Bacillus subtilus) vo fosfdtovom pufri o pH = 7.

Priklad 3

Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom, %e na imobilizdciu pou%ijeme enzym glukamyls-
za (ov-1,4-glukdn glukdénohydroldza EC 3.2.1.3) (Endomycopsis bispora) vo fosfdtovom pufri
o pH = 6.

Vyndlez sa mbé%e uplatnit v¥ede, kde sa pou¥ivaji imobilizované enzymy vo vyskume, alebo

priemyslovej splikdcii, resp. huménnej medicine,

PREDMET VYNALEZU

Spbsob pripravy imobilizovanjch enzymov vyznadujici sa tym, %e v prvom stupni sa perlo-
vé celuldza oxiduje vo vodnom roztoku s jodistanom draselnym alebo sodnym pri izbovej teplo-
te po dobu 10 a3 24 hodin za pouZitia 0,03 aZ 0,25 molov jodistanu draselného na anhydro=-
glukézovﬁ jednotku celulézy, nado v druhom stupni po premyti produktu destilovanou vodou
do negativnej reakcie na jodistan sa pridd vodhy roztok enzymu v mnoZstve 10 aZ 50 ¥ na
véhu suchého oxidovaného celulozového nosida a nechd sa za miedania reagovat po dobu 10

a¥ 24 hodin pri pH = 4 a% 8 podTa pH optima & stability viazaného enzymu pri teplote 4 a%

40 °.
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