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(54) Zpuisob immobilizace amyloglukosidazy na celulosovy nosié

Vyndlez se tykd zpisobu immobilizace
amyloglukosiddzy na celulosovy nosi%. Tento
zpisob umo¥nuje ziskat ve vodE nerozpustny
konjugdt enzymu a celulosy drZeny pospolu
kxovalentni vazbou. Tato forma umoZnuje jeho
opakované pouZiti.

Zpisob podle vyndlezu se provéadi tek,
%e se aktivovany nosid obsahujici skupiny
vzorce III

NO,
0

kde CEL je opakujfci se jednotka celuloso-
vého Petézce, smisi s roztokem enzymu amy-
loglukosidézy v 8ufru o pH 3,5 a% 7 a pFi
teplotd 4 a¥ 37 °C poneché reagovat po
dobu 0,25 a% 6 hodin, nadeZ se pevnéd féze
oddslf.

Po odd&leni se pevnd fdze s vyhodou
promyje vodou a/nebo 1 a¥ 40% roztokem
krobu a/nebo 0,5% roztokem detergentu vy-
braného ze skupiny zehrnujici alkylfenyl-
polyethylenoxidethery obsahujfci 1 aZ 12
atomd uhlfku v alkylu, a nakonec roztokem
pufru o pH 4,7.
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Vyndlez se tyké zpisobu immobilizace amyloglukosiddzy na celul&sovy noéié. Tento zpl=~
sob umo¥fuje zfskat ve vodd nerozpustny konjugét enzymu a celulosy drZeny pospolu kovalent—
ni vazbou. Tato forme umoZnuje jeho opakovené pou%itf, co¥ pfind3f zna¥né ekonomické p¥ed-
nosti jednak v dspode enzymu, je¥ se mb¥%e n¥kolikrdt recyklovet ve vyrobnim procesu, Jjednak -
ve stabilizaci proti denaturaci, nepf. teplem &i jinymi vlivy.

Immobilizace amyloglukosiddzy na celulosovy npsié je znéma, PFitom byly vyuZity prak-
ticky vSechny doposud znémé techniky,tj. enkaspsulace, zachyceni v gelové matrieci, fyzikélni
i kovalentn{ vazba k nosi&i. Tek nap¥. DOS 2 146 390 popisuje vldkna na bdzi triacetdtu ce-
lulosy napln¥né amyloglukosiddzou; obdobn¥ také DOS 2 303 872 a US patent 3 809 605, Jind
ssupina patentd popisuje pouZitf{ celulosy jako plniva p¥i zesiténi enzymu bifunkénim &ini-
dlem (DOS 2 345 186, DOS 2 345 185) nebo p¥i radiadni polymerizaci monomeru v pi¥ftomnosti
enzyma (DOS 2 633 259). Velké pozornost byla v&novdna immobilizaci prostiednictvim iontovych
vazeb zejména na DEAE derivétu celulosy (DOS 2 538 322, US patent 4 102 745, Jep. pFrihldska
vyndlezu 7 844 685, Brit. patent 1 302 706, US patent 4 029 546). Immobilizaci prostfednic-
tvim kovalentni vazby pii poufitf aminoethylcelulosy a glutaraldehydu se zabyvéd SSSR autor-
ské osvddeni 507 636, diazotované nosi¥e na. celulosové bdzi jsou popsény v DOS 2 336 423
a 2 012 089. DOS &. 2 062 246 je koncentrovédn na enzymatické prepardty a zplisob jejich
vjroby immobilizac{ na karbondt celulosy krom& dal¥fch zplisobl. Celulosa se nejprve modifi-
kuje ve sm&sném rozpoudtddle dimethylsulfoxid-1,4~dioxanethylesterem kyseliny chloromravendi
v pP{tomnosti triethyleminu, pak neutralizuje a rozmichd se v 90% ethanolu. Nosi¥ pak obsa-
huje skupiny typu'I.
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Jiny zptsob vyhodné aktivace celulosy spolivd v reakci s nitrofenylesterem kyseliny
*
chloronravendi v 1,4-dioxanu ddvajici skupiny typu II podle %s, autorského osv&d¥enti
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Derivé4t celulosy I byl pak pou¥it pro immobilizaci rdznych enzymd v&etn& amyloglukosi-
ddézy. Ani po t¥ech hodindch reakce nebylo mnoZstvi navdzaného enzymu pouZitelné vysoké
a rozdfl mezi slepym pokusem (1,9 mmol glukosy/g nosi¥e za 1 hodinu) s neaktivovanou celulo-
sou a pPi pou%itf derivétu typu I (1,8 umol/g.h) neni vyrazny. P¥itom byl pouZit relativn&
Yisty prepardt z Aspergilus niger s aktivitou 27 U/mg bflkoviny.

Tento velmi zévaZny nedostatek je odstran®n p¥i immobilizaci zplsobem podle tohoto
vyndlezu. Zde.se s vyhodou vyuZfvé aktivnfho derivédtu celulosy typu 1I, ktery je relativnd
snadno p¥istupny, stabilnf, ale té% dostatednd reaktivni. Paldf vyhodou zplisobu immobiliza-
ce podle vyndlezu je skutednost, Z%e po skonlenf immobiliza¥&ni reakce lze snadno kontrolo-
vat odstran&ni zbylych nezreagovanych skupin typu II, které by v opadném piipad& mohly zpﬁ-
sobovat zdva¥né problémy pii aplikaci produktu. Detekce p¥i jejich likvidaci vznlkaaiciho
nitrofenolu %¥luté barvy je velmi jednoduchd prostiednictvim fotometru.

Predmdtem vyndlezu je zplsob immobilizace amyloglukosiddzy na celulosovy nosig, ktery
spodfivd v tom, %e se aktivovany nosi& obsahujici skupiny vzorce III

NOy
CEL"O‘ﬁ‘O‘@ (III)
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kde CEL je celulosovd opakujfci se jednotka celulosového Fetdzce, smis{ s roztokem enzymu
emyloglukosiddzy v pufru o pH 3,5 a% 7 a pii teploté 4 a% 37 °C ponechd reagovat po dobu
0,25 a% 6 hodin, pevnd féze se 0dddli s vyhodou filtracf nebo odst¥eddnim. Potom se v¥hodng
promyje vodou, a/nebo 1 a%¥ 40% roztokem &krobu a/nebo 0,5% hmot. roztokem detergentu vybra-
ného ze skupiny zshrnujici alkylfenylpolyethylenoxidethery s | a% 12 atomy uhliku v alkylu,
a nakonec s vyhodou roztokem pufru o pH = 4,7.

Ziskany prepardt se pouZivd pPi vyrobs glukosy ze ¥krobu, pPi¥em¥ lze vjrobu vyrazng
zefektivnit. Podobny postup lze realizovat i pro jiné enzymy, nebol je do jisté miry obec-
ny. Vyndlez je ddle bliZe objasnén na pifkladech provedeni.

P¥r{f{klagd 1

Aktivovand celulosa,uchovdvand v 1,4—dioxanﬁ, byla promyta pufrem pH 4,0 a odstPeddna.
K navédZce 0,2 g byly p¥idény 2 ml 0,5 M acetdtového pufru pH = 4 a 2 ml roztoku amylogluko-
siddzy z Aspergilus niger o celkové aktivitd 190 Jednotek (po¥et jednotek representuje polet
bmol glukosy vzniklych roz¥t¥penim Zkrobu za 1 minutu p¥i pou#itf daného. mno¥stvi preparétu)
a sm&s 1 hodinu michéna p#i 25 ©°C, Immobilizoveny enzym byl poté promyt 100 ml vody, 30 ml
35% roztoku Ekrobu a poté 100 ml 0,1 M acetdtového pufru pH = 4,7, Ziékany vzorek m&l akti-
vitu 570 jednotek/g suchého prepardtu.

PFr1klad 2

Stejnym zpisobem jeko v p¥ikladu ! byla provedens immobilizece s tim rozdflem, ¥e byl
pouZit 1 M acetdtovy pufr pH = 3,5 p¥i immobilize&ni reakci. Po jejim skondenf byl produkt
promyt 100 ml vody, 50 ml 10% roztoku &krobu a 100 ml acetdtového pufru pH = 4,7. Aktivita
byla 23C jednotek/g suchého prepardtu. '

-

P¥{k1ad 3

Stejnym zpésobem jako v p¥ikladd 1 krom& pufru, jen¥ m¥l zde pH = 7, byl ziskén prepardt
s aktivitou 160 jednotek/g suchého vzorku. .

Priklagd 4

Cely proces byl proveden shodn¥ jeko v pripad¥ pfikladu 1 pouze doba styku nosile
§ enzymem byla zkrdcena na 15 minut p#i teplotd 37 °C. Produkt m&l pak aktivitu 370 jedno-
tek/g suchého prepardtu.
Priklad 'S5

Stejnym zpisobem jako v pifkladu 1 byla provedena immobilizace, aviak doba vlastnf re-
gkce byle prodlouZena na 4 hodiny pfi leplotd 4 ©C. Aktivita byla 310 jednotek/g suchého
prepardtu.

P¥L{klad 6

Produkt immobilizace zfskany postupem podle p#fkladu 1 byl namisto roztokem Zkrobu
promyvén 0,5% roztokem n-oktylfenyl-dekaetylenoxidetheru. Aktivita byla 590 jednotek/g su-
chého prepardtu.
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PREDMET VYINALEZU

1. Zptsob immobilizace amyloglukosiddzy na celuloscvy nosig, vyznadeny tim, Ze se ak-
tivovany nosid obsehujici skupiny vzorce III

NO2 .
CEL‘O*%—O-@ (II1)
[

kde CEL je opakujfcy se jednotka celulosového Pet¥zce, smis{ s roztokem enzymu amyloglukosi-
ddzy v pufru o pH 3,5 a2 7 a p¥i teplotd 4 a¥ 37 OC ponechd reagovat po dobu 0,25 a%z 6 ho-
din, nafe% se pevnd féze odd&l{.

2. Zpisob podle bodu 1, yyznadeny tim, %e se pevnd féze po odd&leni promyje vodou
a/nebo 1 a% 40% roztokem Zkrobu a/nebo 0,5% roztokem detergentu vybraného ze skupiny zahr-
nujici alkylfenylpolyethylenoxidethery obsahujfci 1 a%¥ 12 atomb uhliku v elkylu, a nakonec
roztokem pufru o pH 4,7.

Severografia. n. p.. zivod 7. Most
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