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VynAlez sa tyka sposobu tepelnej stabilizécio aktivity technického preparidtu alfa-
-amyldzy alfa-1,4-glukan glukanohydroléza, EC 3.2.1.1., ktory sa pouiiva v textilnom
priemysle Vv proocese odstranovenia Bkrobovyeh ¥1{chs,

K odstranovaniu ¥krobovych 3lfcht sa pourivaji nestabilizované preparadty alfa~amy-
l4dzy produkovand niektorymi metofilnymi kmenmi rodu Bacillus, Nevyhodou ty$chto enzymov
Je, %e nezmA3ajh vy3Sie teploty, pri teplothch nad 60 “C sa tepelne denaturujit a v dos-
ledku toho strficaji svoje katalytické vlastnosti. Nie st preto vyuliteind v procesoch,
kde od3lichtovanie sa prevAddza pri teplotdoh vy3sdich ako 70 °c. Existuju pritomcely
rad metdd k stabilizéoii enzfmovych aktivit, Tieto metddy vyufivaji chemické, fyzikilne
alebo fyzikdlno-chemické postupy k tepelnej stabilizdoll enzymovyoh aktivit, Moderna
koncepcia termostability enzjymov sa odvodzuje od dvoch zédkladnych tedrii:

1. Zvy¥enh stabilita enzjmov sa pripisuje spoluifasti dald3{ch zloZiek bunky (lipidov,
polysacharidov, proteinov apod.) na subceluldrnej virovni, Vysleodkom takto prirodzene
imobilizovanyoh systémov, napr. v biomembrénach je skuio&nos{, Zo v tyohto Ftrukti-
rach dochddza k uchovaniu katalytioky aktivnej konformécie aktf{vmeho centra aj
za teplotne extrémmych podmienok, Ovplyvnenim interakoif{ enzymového proteinu s no-
si%om mo¥no regulova¥ podet konformadnfch fluktudcii a tfm potladil u enzymov dena-
tura&ny prechod tak reverzibilného (Davidov, R.M., Vesterman, B.G., Genkin, M,V.,
Blumenfeld, L.A., Krylov, O,V.: Dokl. Akad. Nauk SSSR, 256, 491, 1981) ako aj ire-
verzibilnédho charakteru (Martinek, XK., Klibanov, A,M.,, Goldmacher, V,.S,, Berezin,
I.V.: Blochim, Biophys, Aota, kB35, 1 1977).

2, U terméfiln#ch mikroorganizmot sa zvy3enA termostabilita enzymov, katalytickou 3pe-
cifitou analogiockfoh enzymov produkovanyoh mezofilnymi organizmami, odvodzuje od
%instodne pozmenenej konformdoie, ktord na urovni primédrnej Ftruktiry sa odliSuje
od obdobnych proteinov, produkovanych mezofilnymi organizmami, Tak napr, termosta-
bilpd alfa-amyldza z Bacillus stearothermophilus (Manning, G,B,, Cambell, L,L.: J,
Biol, Chem, 236, 2952 1961) mé na rozdiel od alfa-amyldzy z Bacillus subtilis ne-
zlo¥enu $truktirou, blizkou tzv, "random ooil", u viacerych dal¥fch enzymov z ter-
mofilnfch organizmov sa popisuje préve globuldrna ¥truktira enzymového proteinu,

U enzymov niektorfoh termostabilngch mikoorganiwmov sa popisuje niekedy rigidnej3ia
Struktira protefnu, ani tento aspekt (ako sa vBak zistilo pri detailnejsich ItddiAch)
nemé obecmi platnost (Amelunxen, R.E., Murdoock, A,L,: Microbial life at extreme en-
viroments, Kusher, D. ed., Aocademic Press, London, New York, San Francisco, 217,

1978},
7 uvodeného teoretického prehiadu vyplyva, %e existuje cely rad obecnych technik,
ktoré v3ak v konkxrétnych pripadoch stabilizécie enzymov nie st vyutivateIné z technickfch
alebo ekonomickjch ddvodov.

v pripade topelnej stabilizdcie aktivity alfa-amylézy produkovanej mezofilnymi zh-
stupcami rodu Booillus, uvedené nedostatky odstranuje postup podfa vymidlezu, ktorého
podstata spodiva v tom, %Ze enzymovy protein alfa-amyldzy o akiivite 0,5 /ukat a¥ imkat
sa rozpusti{ vo vodnom roztoku o objeme 1 dm? organickych di-~ alebo trihydroxy- zldle-
nin, napr., glykolu, dietylénglykolu, trietylénglykolu, glycerolu a to Jednotlivo alebo
ich zmoesi o koncentréoii 0,1 a% 10 % hmot., s obsahom ohloridu vhpenatého o konoentréioii
5 o 50 mmol,1”', Uvedenym zésahom sa teplotné optimu alfa-amylézy pred{#{ od 4o °c
aZ po 100 °C, Vyhodou uvedendho postupu Je joho teohnickA nendrodnost, Jjednoduchost pre-
vedenia a skutodnos¥, %e teplotnd z&vislosl aktivity takto upravene] alfa-amyldzy vyka-
zuje suvislé Yiroven v $irokom rozsabu tepldt, prakticky od 30 % a¥ po 100 °C. V$hodou
Je aj ekonomickd nenhdro¥nost pouZityoh vstupngch surovin,
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Priklad 1

Enzym alfa~amyldza (Bacillus subtilis), 2 g o aktivite 0,5 /ukat sa rozpusti vo vodnom
roztoku monootylénglykolu (etdn-1,2-diol; 1 dmj) o koncentrdoil 0,1 % hmot, obsahujticom
1. Zatial 3o vaodnf enzym striaca katalytickil
aktivitu pri expozfoii na 90 °C po dobu % minGt, alfa-amyldza upraveni uvedenym sposobom
sl zachovAva katalytioki aktivitu bez poklesu s porovnanim s aktivitou pri 30 °c aj

pri expozioii na 100 °c po dobu 5 minmit,

chlorid védpenaty o koncentréeii 50 mmol.)

Priklad 2

Enzym alfa-anmyldza 2 Baocillus licheniformis, ! g o aktivite 1 mkat sa rozpusti{ vo yYodnom
roztoku diotylénglykolu (2,2 °~bis/etancl/éter; 1 dmj) o koncentrficii 5 % hmot. obsahuji-
com chlorid viipenaty o koncentricii 10 mmol.l-i. Zzatial %o povodny enzym strica svoju ake
tivitu pri expozicii na 85 °¢ po dobu 5 mindit, alfa-amyldza upravend uvedenym sposobom

si zachovAvae svoju katalytickd aktivitu bez poklesu s porovnanim s aktivitou pri 30 °c

aj pri oxpozicii na 100 °C po dobu 10 mintt,

Pri{klad 3}

Enzym alfa-~amyldza z Bacillus subtilis, 1,5 g o aktivite 50 ,ukat sa rozpusti vo vodnom
roztoku trietylénglykolu (1,8~dihydroxy-3,6-dioxa~oktédn; 1 dmz) o koncentrdcii 10 % hmot,
obsahujicom chlorid vApenaty o koncentréoii 5 mmol.l". Zzatial %o pbvodny enzym stratil
aktivitu pri oxpozicii na 90 °c po dobu 5 min,, alfa-amyldza upravend uvedenym spSsobom
si znohoviva svoju katalyticlkai aktivitu bez poklesu s porovnanim s aktivitou pri 30 °C

aj pri expoziocli na 100 °c po dobu 5 minit,

Priklad 4

Postupuje sa podla prikladu 1, s t$m rozdielom, %e sa poufije alfa-amyldza z Bacillus
stearothermophilus, 2 g o aktivite 10 /ukat a k stabilizéoii namiesto monoetylénglykolu
sa pouZije glyocerol,

Priklad 5

Postupuje sa podfa prikladu 2 s tfm rozdielom, %e sa k stabilizAoii pouZije ekvimolArna
zmes monoetylénglykolu, dietylénglykolu, trietylénglykolu a glycerolu o thronej koncen-
trdoil 5 % hmot, Enzfm alfa-amyldza stabilizovany v uvedenom prostred{ si zachovdva svo-
Ju enzymovi aktivitu bez poklesu aj pri expozioii na 100 °C po dobu 10 mimit.

VynAlez md vyufitie v procese stabilizhoie alfa-amylézovej aktivity vodi Udinku vyi-
§{ch tepl&t, napriklad pre proces odstranovania Zkrobovfch Slicht pri zvy¥enej teplote,

PREDMET VYNSALEZU

SpBsob tepelnej stabilizéole aktivity alfa~amyldzy vyznadeny tym, %Ze enzymovy pro-
tein alfa~amylAzy o aktivite 0,5 /uknt a% 1 mkat sa rozpust{ vo vodnom roztaku 1 dm? or-
ganiockych di- alebo trihydroxy~-zlidenin, napr. glykolu, tJj, etén-1,2-diolu, dietyléngly-
kolu, tj, 1,5~-dihydroxy-3~-oxapenténu, trietylénglykolu, tJj. 1,B-dihydroxy-j,6-dioxa—ok-
ténu, glycerolu, Jednotlivo alebo v ich fubovoinej zmesi o koncentrécii 0,1 aZ 10 %
hmot. s obsalom chloridu vApenatého o koncentrdcii 5 a¥ %0 mmol.l“‘.
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