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1

Vynélez sa tyka pripravy imobilizovenych enzymov viazanych na perlovi celulozu obshhu-

jicu oxirenové skupiny.

Principy imobilizécie enzymov na rdznych nosiZoch st dnes dostatofne znéme nielen
z literérnych zéznamov (R. Epton, 7. H. Thomas: "An introduction to water insoluble enzy-
mes", Koch-Light Leboratories Ltd. England 1971), ale i mnohych praktickych aplikdcii vo
vyskume i v priemyslove] praxie.

Chemick4 imobilizécia enzymov na vhodnom nosidi patri k najroz8irenejiim spbsobom imo-
biliz4cie, pridom ako nosi%e sa pouZfivaji rbzne syntetické polyméry ale i prirodné polysa-
charidy; 3krob, celuldze, dextrany a i. Ak sa pouzije eko nosil v14knit4 alebo pré3kovd ce-
luloza, Jje nutné pred imobilizéciou enzymu vytvorit na celuloze vhodnd funk¥nd skupinu,
ktor4d by bola schopnd v druhon stupni kovalentne interreagovat s prisludnymi skupinami pri-
sluiného enzymu. Tekouto skupinou je napr. oxirenové skupina, ktord sa velmi jednoducho
ziska pomocou epichlérhydrinu (R. Axén, H. Drevin a J. Carlson: Acta Chem. Scand. B 29
(1975) str. 471-474), ved ss reekdné podmienky volia tek, aby epichlérhydrin resgoval len

substitulne cez chlor pri zachoveni oxiranového kruhu podla schémy:

-

, ~COH
Celuloza - OH + CL - CH2 - CH -/QHZ-————-Q-.
AN
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Celuloza - 0 =~ GH2 - CH - CH2 + NaCl

0

V druhom stupni aminoskupiny bielkoviny enzymu reagujd s oxiranovou skupinou modifikova-

ného polysacharidu podla reakdnej schémy:

Bielkovina ~ NH, + CH, - CH - CH, - 0 - Polysacharid ———— g
0

Polysacharid - 0 - CHy - ?H = CH, - NH - Bielkovina
OH

¢im sa ziskava imobilizovany enzym kovalentne viazany na polysacharidovy nosid so vEetkymi

vyhodami zndmymi pre imobilizované enzymy.

Je viuk zndme, %e polymérny nosi&, na ktorom je enzym viaszany mé zdsadny vyznam na
aplike®né moZnosti imobilizovanych enzjmov v priemyslovej praxi., Polymérny nosi& musi mat
dostatolne velky napifaci objem v reskdnom médiu, aby bole zabezpedens dostatons rychlost
difdzie substrdtu k sktivnym centrdm imobilizovaného enzymu a tiez difézie produktov en-

zymatickej reakcie z gélu nosida.

2 uvedenych d8vodov sy pre imobilizdeiu enzymov nat{vne polysacharidy ako celuldza
a 3krob nevhodné. Trebe ich preto vhodnym spésobom chemicky modifikovat, aby napuidac{ objem

polysecharidového gélu bol dokonale pristupny i pre v&d&ie molekuly substrétu.

Idedlnym celulozovym nosiom pre imecbilizdciu enzymov ukdzale sa byt perlovd celuldza
(&s. patent &, 172 640 (1976)), ktord spifie néro&né poZiadavky polymérneho nosia pre imo-

bilizdciu enzymov.

Podatata vyndlezu spodiva v tom, Ze v prvom stupni sa perlové celuiézé v alkalickom
prostredf alkyluje & epichlorhydrinom pri teplote 20 az 50 °c po dobu 2 a% 18 hodin pri
moldrnom pomere polysacharid : epichldrhydrin 1 : 0,1 a% 2 a koncentrécii hydroxidu sodné-
ho 2 e% 4 %, nafo v druhom stupni po premyt{ produktu do neutrdlnej reskcie vodou sa prid4
roztok enzymu v mnoZstve 1 aZ 50 % na vdhu suchého celuldzového nosile 8 nechd sa za mie~
Sanie resgovet po dobu 10 a% 24 hodin vo vodnom pufrovacom roztoku pri pH 4 a% 8 podIa pH

optime stebility viezeného enzymu, pri teplote 4 a% 40 °C.

Perlovd celuloza pripravens podla &s. patentu &. 172 640 mé napi¥act objem vo vode
6 aZ 10 ml/g, & teds je dostatolne pristupnd pre difdziu molekil substrédtu pre enzymové
reakcie, MéZe byt priprevend v réznej velkosti &sstfc podle 3pecifickej poZiadavky od
0,05 do 1 mm. Zésedne se skladuje v mokrom stave e prfdavkom ezidu sodného v mno%stve
0,01 %.

Zavedenie oxirencvej skupiny sa mb%e prevddzat s epichlorhydrinom pri izbovej teplote
po dobu 10 a% 24 hodfn alebo pri zvy3enej teplote 40 az 60 °C. Vy¥sledny produkt obsahuje
300 a% 400 p mol oxirenovych skupin ne 1 gram suchého preparétu.
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Viezenie enzymu prevadza sa pri teplote 4 °C, resp. pri izbovej teplote podla tepel-

nej stability aplikoveného enzymu. Po imobilizécii sa preperdt premyje dokonale 10 %-nym
roztokom NeCl. Stabilita imobilizovaného enzymu na perlovej oxirsenovej celuloze bola za-

chovend po dobu 1 roka.

Vyhodou predmetne] imobilizécie enzymov na perlovej celuloze je predovéetkym to, Ze
perlové celuldza v ddsledku presnej gulovej geometrie Sastic m4 dostatodne vysoky napi&ac{
objem vo vodnych roztokoch, &im sd podmienené dobré difdzne rychlosti substrétu k sktivnym ‘
centrém imobilizoveného enzymu, Zo je limitujicim faktorom rfchlosti enzymovych reakcii ka-

talyzovanych pomocou imobilizovenych enzjmove.

Prikled 1

K 30 gremom mokrej perlovej celulozy (sudina 10,5 %) sa pridd 24 ml 1 M NeOH, dobre
ga rozmieda a nechd sa pri izbovej teplote za miesenia penetrovat 30 minut, potom sa pridé
5 ml epich16rhydrinu dobre sa zemie3a a nechéd sa resgovet 2 hodiny pri 50 OC, Produkt sa
premyje destilovenou vodou a obsahuje 310 g 06l oxirenovyeh skupin/g suchej vzorky. K pre-
mytej vzorke sa prid4 120 ml 0,05 N bordtového pufru o pH = 8,6. K uvedenej suspenzii sa
potom pridé roztok pseudocholinesterézy (acylcholin acylhydroléza, EC 3.1.1.8) (lg o akti-
vite 120 w/mg) v 100 ml 0,05 N pordtového pufru o pH = 8,6 za stdleho miedania ne elektro-
magnetickej miedatke pri nfzkych obritkach, aby se gulilky perlove] celulozy nerozbili. Re=
skcia imobilizécie prebieha po dobu 24 hodin pri 4 Oc, Po ukonleni reakcie sa celuloza
s imobilizovanym enzymom odfiltruje a na filtri premy je 10 %-nym roztokom NeCl, aby sa vy-
myl podiel enzymu viezaného fyzikélne. Prenyty imobilizoveny enzym mel sktivitu 2100 U/g
mokre] celuldzy a zachoval si tuto ektivitu pri skladovani za 1sboratornej teploty po dobu

1 roka.

Priklad 2

Postup podle prikledu 1 s tym rozdielom, Ze tvorbu oxirenu s epichlorhydrinom prevé-

dzeme pri 1aboratornej teplote po dobu 18 hodin. Dalsi postup ako v priklade 1.

Priklad 3

Postup podla prikladu 1l 8 tym rozdielom, %e na imobilizdciu pouZijeme enzjm ol~amyldzu
{k -1,4~glukdn gluk4nohydroldza, EC 3.2.1.1) (Bacillus substilus) vo fosfétovom pufri

o pH = 7,0.

Priklad 4

Postup podla prikladu 1 8 tym rozdielom, Ze na imobilizdciu pou%ijeme enzym gluko-
emyldzu (-1, 4-glukén glukénohydroléza EC 3.2.1.3) (Endomycopsys bispora) vo fosfétovom
pufri o pH = 6,0.

Vynélez se mdZe uplatnit vdede, kde s& pouzivaja imobilizovené enzymy vo vyskume alebo

v priemyslove] aplikdcii, resp. numénnej medicine.
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PREDMET VINLALEZU

Spbeob pripravy imobilizovangeh enzjmov vyznalujici sa tym, %e v prvom stupni sa per-
lové celuloza v alkalickom prostredf elkyluje s epichlorhydrinom pri teplote'zo a3 50
po dobu 2 &% 18 hodin pri moldrnom pomere polysacharid : epichl&rhydrin =1:0,1 a¢ 2
a koncentrdcii hadroxidu sodného 2 a%¥ 4 %, nafo v druhom stupni po premytf produktu desti-
lﬁ;anou vodou do neutrdlnej reskcie sa pridé roztok enzymu v mnoZstve 10 a% 50 % na vdhu
suchého celuldzového gélu a nechd sa za mieSania resgovat po dobu 10 a% 24 hodin vo vodnom
pufrovenom roztoku pri pH = 4 eZ 8, podla pH optima a stability viezaného enzymu, pri tep-
lote 4 af 40 °C. ‘
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