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Uvod

Celulolytické enzymy jsou zodpovédné za biokonverzi
celulosy na zkvasitelné cukry. Jednd se o multi-
komponentni enzymovy systém, ktery obsahuje tfi hlavni
slozky — endo-1,4-B-D-glukanasy, exo-1,4-fB-D-glukanasy
a B-glukosidasy'. Celulosa je nejdiive 3tpena synergic-
kym pasobenim endoglukanas a exoglukanas. Endogluka-
nasy (EC 3.2.1.4) degraduji ndhodn€ amorfni oblasti celu-
losy a uvolnuji glukooligosacharidy a celobiosu. Exoglu-
kanasy (EC3.2.1.91) postupné odstépuji celobiosu
z neredukujiciho konce celulosy. Tato degradace je pak
doprovazena Stépenim meziproduktti na glukosu pisobe-
nim B-glukosidas (EC 3.2.1.21)%.

Zkvasitelné cukry vzniklé hydrolyzou celulosy mo-
hou byt fermentovany kvasinkami nebo bakteriemi, a tak
lze ziskat dal$i cenné metabolity, napf. bioetanol, jedno
z nejpouzivanéjsich alternativnich paliv. Vzhledem k vel-
kému mnozstvi celulosovych odpadu, které jsou celosvéto-
v¢ produkovany zemédé€lstvim a potravinaiskym pramys-
lem, maji celulolytické enzymy obrovsky potencial pii
feSeni této problematiky. V soucasnosti jsou proto hledany
moznosti, jak nejlépe aplikovat celulolytické enzymy
v ramci biotechnologickych degradacnich procest.

Primyslové aplikace enzyma jsou Casto komplikova-
ny jejich nékterymi vlastnostmi, které lze do ur€ité miry
pozitivné ovlivnit imobilizaci. Hlavnim diivodem pro pou-
ziti enzymt v imobilizované formé je umoznéni lepsi ma-
nipulace s enzymem a jeho snadné oddéleni od produktu,
coz usnadiiuje efektivni vyuziti a opétovné pouziti enzy-
mi. Imobilizované enzymy lze pouzit pti kontinudlnich
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operacich (tzv. fixed-bed) a casto mivaji zvySenou tepel-
nou a operacni stabilitu®.

Jednim z nejznaméjsich komerénich nosi¢d pro imo-
bilizaci je Eupergit C, kopolymer methakrylamidu, N,N-
methylen-bis-methakrylamidu a  glycidylmethakrylatu,
obsahujici reaktivni oxiranové funk¢ni skupiny, které vy-
tvareji kovalentni vazbu s aminovymi a thiolovymi skupi-
nami proteini v §irokém rozmezi pH (1-12) (cit.*).

Polyethylentereftalat (PET) je polymer relativné inert-
ni, hydrofobni a bez funk¢nich skupin, které jsou nezbytné
pro kovalentni imobilizaci enzymu®’. Nicméné enzymy
mohou byt na PET vazany adsorpci.

Jako nosi¢ pro imobilizaci glykanohydrolas byly na-
vrhnuty drcené PET lahve®. Jeho piednosti je, Ze byl zis-
kdn vyuzitim odpadli a je ekonomickou alternativou
k dostupnym komerc¢nim nosicim. Cilem této prace je
imobilizovat celulolyticky komplex na tento nosi¢, charak-
terizovat ho a porovnat jeho vlastnosti s celulolytickym
komplexem imobilizovanym na dal$i dva komer¢ni nosice,
vyse zminény Eupergit C a Sorsilen, praskovity polyethy-
lentereftalat vznikly pfesrdazenim PET z taveniny kaprolak-
tamu. Diky tomuto postupu ptipravy ma Sorsilen porovity
povrch a hodnota jeho mérného povrchu je az o dva fady
vy$si nez PET piipraveny mechanickym mletim’.

Experimentalni ¢ast
Nosice

PET nosi¢, ptipraveny podle patentu® s primérnou
velikosti ¢astic 0,8 mm; Sorsilen s objemem pord 2 az
3cm’g ! a mémym povrchem 80-100 m> g™, Silon, Plana
nad LuZnici; Eupergit C s velikosti ¢astic 150 um, Sigma-
Aldrich, Némecko.

Enzym

Lyofilizovany komerc¢ni preparat — celulolyticky
komplex z Trichoderma reesei ATCC 26921, Sigma-
Aldrich, Némecko; aktivita pti pH 4,8 (octanovy pufr
0,05 mol 1"") a 25 °C byla 9,0 mmol min' mg".

Imobilizace celulolytického komplexu

Nosi¢ (1 g) suspendovany v 0,05 mol I'' octanovém
pufru o pH 4,8 (20 ml) byl inkubovan s enzymem (0,1 az
30 mg) pii 4 °C za tfepani. Doba inkubace enzymu s nosici
byla optimalizovana tak, ze pravidelné (kazdych 12 hodin,
pozdé&ji u Eupergitu C kazdych 24 hodin) byla stanovova-
na aktivita enzymu v supernatantu, dokud nebyla konstant-
ni. V ptipadé PET nosice a Sorsilenu probihala inkubace
po dobu 48 hodin, Eupergit C byl ponechén na imobilizaci
11 dni. Po této dobé byl nosi¢ odstfedén a opakované
promyvan pufrem az do potvrzeni nepfitomnosti volného
enzymu v supernatantu. Mnozstvi navazaného enzymu
bylo stanoveno zrozdilu aktivity dodané na imobilizaci
a aktivity naméfené v supernatantech. Imobilizované pre-
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paraty byly poté uskladnény v octanovém pufru o pH 4,8
pti 4 °C.

Charakterizace volného a imobilizovaného
celulolytického komplexu

Stanoveni aktivity celulolytického komplexu bylo
zaloZeno na méfeni néristu redukujicich skupin vznikaji-
cich béhem hydrolyzy karboxymethylcelulosy (CMC) jako
substratu pomoci Somogyiovy-Nelsonovy spektrofotome-
trické metody®. Roztok Somogyi I obsahoval 12 g
C2H40()KN3. -4 Hzo, 16 g NaHCO;, 18 g N3.2CO3 a 144 g
Na,SO4 na 800 ml destilované vody. Roztok Somogyi II
obsahoval 4 g CuSOy,, 36 g Na,SO,4 na 200 ml destilované
vody. Nelsontiv roztok obsahoval 25 g (NH,;),Mo,0, - 4 H,O
a 3g NaHAsO4-7H,O na 475 ml destilované vody
a 21 ml koncentrované H,SO,. Pro méfeni vzorkt byla do
zkumavky pfidana smés Somogyiho roztoku (I a II v po-
méru 4:1) a nasledné stejny objem vzorku. Zkumavky byly
10 min ponofeny ve vrouci vodni 14zni a nasledné ochlaze-
ny na laboratorni teplotu. Poté byl pfidan Nelsondv roztok
(stejny objem jako vzorku) adestilovanda voda
(desetindsobek objemu vzorku). Absorbance vzorkl byla
meéfena na spektrofotometru Helios Epsilon (Unicam) pfi
vlnové délce 530 nm.

Aktivita volného a imobilizovaného enzymového
komplexu byla stanovena pii 25 °C za pH 4,8 (v prostiedi
0,05 mol I octanového pufru). Reakce probihala za stalé-
ho michéni v temperované dvouplastové nadobce. Aktivi-
ta enzymu je vyjadiena v mikromolech redukujicich sku-
pin uvolnénych 1 mg enzymu nebo 1 g nosice za 1 min
z 1% roztoku CMC. Relativni aktivita je pomér aktivity
imobilizovaného enzymu a aktivity stejného mnoZzstvi
volného enzymu vyjadieny v procentech.

Operaéni stabilita imobilizovanych enzymu byla sta-
novena kontinualnim promyvanim kolony naplnéné imobi-
lizaty roztokem CMC (0,25 %, pH4,8) s pritokem
3,5mlh™ pii laboratorni teplotd. Mnozstvi redukujicich
skupin v eluatu bylo pravidelné testovano. Stabilita prepa-
rati uskladnénych v octanovém pufru o pH 4,8 pii 4 °C
byla sledovana kazdych 7 dni po dobu 7 tydni. Tepelna
stabilita byla urCena na zakladé aktivit stanovenych po
2 hodinové inkubaci preparatu pii urcité teploté (25-80 °C)
a nasledném ochlazeni na 25 °C.

Zavislost celulasové aktivity na pH byla testovana
v rozmezi 3,6-5,6. Stanoveni teplotniho optima bylo pro-
vedeno pro rozmezi teplot 25 az 80 °C.

Kinetické konstanty volného a imobilizovaného enzy-
mového komplexu Ky, a vy, byly vypocitany z pocatecnich
rychlosti reakci. Jako substrat byl pouzit roztok CMC
o koncentracich 1 %; 0,8 %; 0,6 %; 0,4 % a0,2%. K,
aVvim byly vypocCitdny znelinedrni regrese programem
Origin 8.0.

Zména zplisobu i¢inku imobilizovaného enzymového
komplexu byla stanovena viskozimetrii na vysokomoleku-
larni substrat a produkty byly potvrzeny na zékladé tenko-
vrstvé chromatografie. Métfeni poklesu viskozity béhem
degradace substratu (0,8% CMC) bylo realizovano
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v Ostwaldové viskozimetru pii 30 °C. Soucasné s méfenim
viskozity byl v daném ¢ase stanoven piirtistek koncentrace
redukujicich sacharidd. Produkty enzymové degradace
0,8% hydroxyethylcelulosy (HEC) byly analyzovéany ten-
kovrstvou chromatografii na silikagelu (TLC Silica gel 60,
Merk, Némecko), eluentem byla smés n-butanol-ethanol-
voda (10 : 8 : 7) a vyvijeci smési 1% orcinol a 10% kyseli-
na sirova v ethanolu.

Vysledky a diskuse

Stanoveni optimalniho mnozstvi navazaného
celulolytického komplexu na nosici

Aktivita ziskanych imobilizovanych preparati byla
zavisla na mnozstvi navazaného enzymového komplexu
a byla vzdy niz$i nez aktivita stejného mnozstvi volného
enzymu. U PET nosice, ktery mél nejmensi povrch
v porovnani s ostatnimi nosici, dochdzelo se zvySujicim se
mnozstvim adsorbovaného enzymu ke snizovani relativni
aktivity. NejvysSi dosaZend relativni aktivita byla 1,70 %
pri navazanych 0,3 mg enzymu na 1 g nosice. Maximalni
sorp¢ni kapacita byla 1,16 mg enzymu na 1 g nosice.

Imobilizovany enzym na nosic¢i Sorsilen mél nejvyssi
relativni aktivitu (4,56 %), kdyz bylo vdzano 5 mg enzymu
na 1 g nosife. Dal§i zvySovani koncentrace enzymu na
nosici vedlo k poklesu relativni aktivity, coz bylo pravdé-
podobné zplisobeno sterickymi zabranami vedoucimi ke
snizeni pfistupnosti vysokomolekuldrniho substratu. Po-
dobny efekt byl pozorovan pti pouziti nosic¢e Sorsilen po
imobilizaci endopolygalakturonasy’.

U enzymu navazaného na Eupergit C dochazelo ke
zvySovani relativni aktivity se zvySujicim se mnozstvim
davkovaného enzymu. Pfi nejvy$sim mozném mnozstvi
navazaného enzymu (1,43 mgg') byla relativni aktivita
vice nez 13 %. Divodem pro takto vysokou relativni akti-
vitu ve srovnani s pfedchozimi dvéma preparaty je pravde-
podobné¢ fakt, Ze enzym je na Eupergit C vazan kovalentné
a tato vazba neovliviluje negativné pfistup substratu do
aktivnich center imobilizovanych enzymu.

Stabilita imobilizovanych preparat v pribéhu
skladovani

Ackoliv mél nejvyssi relativni aktivitu preparat
na nosi¢i Eupergit C, z hlediska celkové aktivity vykazo-
val nejlepsi vysledky imobilizat Sorsilen, a proto se tento
preparat zdal byt nejvhodnéjsi pro praktické vyuziti. Tento
imobilizat vSak nemél dobrou skladovaci stabilitu, béhem
prvnich tfi tydnd doslo k poklesu jeho aktivity o témét
50 %. V ptipad¢ preparatu s Eupergitem C se pokles akti-
vity projevil béhem dvou tydni, a to o 30 %, a dale uz
nebyl zaznamenan. Preparat s PET nosi¢em byl prvni dva
tydny stabilni, a po sedmi tydnech poklesla aktivita
0 21 %. Ze vSech nosicu je tedy po sledovanou dobu sedmi
tydnll nejstabilnéjsi. Ani v jednom piipad¢ nebyl pokles
aktivity navazanych enzymil spojen s uvoliovanim enzy-
m z testovanych nosici.
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Operacni stabilita imobilizovanych preparati

Operacni stabilita imobilizovanych preparati byla
stanovena béhem konstantniho pritoku roztoku substratu
(CMC) kolonou a je zndzornéna na obr. 1. Aktivita imobi-
lizovaného enzymu na PET nosi¢i se ustilila po
48 hodinach procesu, béhem kterych doslo k vyraznému
poklesu az na 30 % puvodni hodnoty, pfi¢emz v prubchu
nasledujicich 20 dnt jiz nebyl zaznamenan pokles. U pre-
paratu se Sorsilenem doslo k poklesu aktivity po dvou
dnech az 0 90 % a po dalsich tfech dnech aktivita klesla na
nulu. Za tento jev je zfejm¢ odpoveédna vysoka nespecific-
ka sorpéni kapacita nosice, kdy doslo k jeho zahlceni sub-
stratem. Aktivita preparatu s Eupergitem C poklesla po
prvnich dvou dnech o 32 %, poté byl pokles jen velmi
pozvolny a aktivita se pohybovala okolo 30 % puvodni
hodnoty.

Tepelna stabilita

Imobilizace neméla pozitivni ucinek na tepelnou sta-
bilitu celulolytického komplexu. Z obr. 2 lze vidét, Ze pre-
paraty s PET nosi¢em a Eupergitem C vykazovaly podob-
né vlastnosti, nebot’ stabilita zistala nezménéna az do tep-
loty 50 °C a pfi vysSich teplotach postupné klesala, podob-
né jako tomu bylo u volného enzymového komplexu. Pre-
parat se Sorsilenem se ukazal jako velmi teplotné nestabil-
ni, jiz pfi teploté¢ 50 °C nevykazoval zadnou aktivitu. Du-
vodem by mohla byt zvySend sorpce substratu na nosi¢
v disledku zrychleni jeho pienosu pfi zvysené teploté.
Sorpce substratu na tento nosi¢ byla pozorovana uZ pfi
zjistovani operacni stability tohoto preparatu (viz vyse).
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Obr. 1. Srovnani relativni aktivity imobilizati p¥i kontinual-
nim pouziti v koloné. Podminky: substrat 0,25 % CMC
s pritokem 3,5 mlLh” pii laboratorni teplotd a pH 4,8; o PET
nosic, m Eupergit C, o Sorsilen
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Optimalizace pH a teplotni optimum

Optimalni pH pro preparat s PET nosi¢em se nezmé-
nilo ve srovnani s hodnotou pro volny enzym a bylo 4,8.
V piipadé druhych dvou preparati doslo k posunu optima
pH na hodnotu 4,6 pro preparat se Sorsilenem a 4,4 pro
preparat s Eupergitem C. Tento jev je vysvétlen tim, Ze
zmény chovani v zavislosti na pH mohou souviset
s nabojem jak enzymu, tak nosice'.

Teplotni optimum enzymu imobilizovaného na PET
nosi¢ a Eupergit C zistalo stejné jako u volného enzymu,
ato 60 °C. Imobilizat Sorsilenu mél teplotni optimum pfi
50 °C. Tato hodnota je vsak ovlivnéna skuteCnosti, Zze ce-
lulolyticky komplex imobilizovany na Sorsilen je pfi tep-
lotach vyssich nez 50 °C nestabilni (viz Tepelna stabilita).

Enzymova kinetika

Kinetika imobilizovanych enzymu vykazovala chova-
ni podle modelu Michaelise a Mentenové. Po imobilizaci
byl pozorovan pokles limitnich rychlosti u v§ech preparatl
ve srovnani s volnym enzymem (tab. I). S nejvétsi pravde-
podobnosti byl tento pokles zplisoben sterickymi zabrana-
mi nebo snizenou katalytickou ucinnosti enzymu. Hodnota
K, pro enzym imobilizovany na PET nosi¢ a Eupergit C se
také snizila, coz bylo pozorovano i u celulolytického enzy-
mu navdzaného na methakryldtovy polymerni nosic¢
Eudragit S-100 (cit.').

Zpusob ucinku

Meétenim poklesu viskozity bylo zjisténo, Ze u volné-
ho komplexu enzymii pfevladalo §tépeni substratu nahod-
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Obr. 2. Srovnani tepelné stability volného enzymu a imobili-
zovanych enzymovych komplexi. Podminky stanoveni: 2 h
inkubace preparati pii dané teploté, ochlazeni na 25 °C a stano-
veni aktivity na 1% CMC piti 25 °C a pH 4,8; e volny enzym, o
PET nosic, m Eupergit C, o Sorsilen
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Tabulka I
Hodnoty kinetickych konstant

Knlg1] Viim [mmol min " mg™']
Volny enzym 13,856 103,093
PET nosi¢ 3,123 1,139
Sorsilen 14,165 0,736
Eupergit C 3,076 3,212

nym zpusobem, tj. nejdiive se uplatiovaly endoglukanasy
a vznikaly niZ$i oligosacharidy. Dimery a monomery se
tvorily az ke konci reakce. Imobilizace na PET nosi¢ ani
kovalentni vazba na Eupergit C nezptisobila vyrazné zme-
ny ve zpusobu degradace polymerniho substratu (obr. 3).
Zplsob Ucinku imobilizovanych celulolytickych enzymi
byl zménén jen v piipadé adsorpce na Sorsilen, kdy $tépe-
ni neprobihalo nahodnég, ale postupovalo podél fetézce
molekuly substratu. K podobnému zjisténi dospéla studie
imobilizace polygalakturonasového komplexu na Sorsi-
len'?. Postupné §t&peni bylo potvrzeno i analyzou produkti
degradace na tenké vrstvé, kdy u volného enzymu a enzy-
mu imobilizovaného na PET nosi¢ a Eupergit C byly
v pocatecnich fazich reakce detegovany jen oligosachari-
dy. Monomer a dimer byl detegovan jen u hydrolyzy poly-
merniho substratu enzymem imobilizovanym na Sorsilen.

Zavér

Nosice zdrcenych PET lahvi a Eupergit C se jevi
jako vhodné k imobilizaci celulolytického enzymového
komplexu, protoze oba maji dobrou operac¢ni, skladovaci
i tepelnou stabilitu a neméni zpusob G¢inku enzymového
komplexu. Sorsilen, pfestoZze mél nejvyssi sorpéni kapaci-
tu a enzym imobilizovany na tento nosi¢ vykazoval nej-
vys$$i celkovou aktivitu, se neosveédcil z divodu nizké ope-
racni, skladovaci i tepelné stability. Pfiprava nosice
z odpadnich PET lahvi je navic ekonomicky vyhodna,
atak by tento imobilizovany preparat mohl byt vhodny
i pro primyslové vyuziti.
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technology and Food Science, Slovak Technical Universi-
ty, Bratislava): Immobilization of Cellulolytic Enzymes
on Poly(ethylene terephthalate) and Polyacrylamide
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A cellulolytic complex was immobilized on poly-
(ethylene terephthalate) (PET) carrier Sorsilen, poly-
acrylamide carrier Eupergit C and a newly developed car-
rier from crushed PET bottles. The properties of immobi-
lized enzymes such as pH and temperature optima, thermal
stability, storage and operational stability, enzyme kinetics
and the mode of action of immobilized enzymes were de-
termined. The results showed that the carrier from crushed
PET bottles and Eupergit C seem to be suitable for immo-
bilization of this enzyme complex since both have relative-
ly good operational, storage and thermal stability, and do
not change the mode of action of the enzyme complex.
The carrier from waste PET bottles is also inexpensive; so
the immobilized preparation could be suitable for indus-
trial use.



