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Izoldcia a biochemickd charakterizdcia gluk6zaoxidflzy
Aspergillus niger pre potravindrske a analytick6 vyuZitie

,ROSLAV STREDANSKY - CEBRICLA CIFERSKA _ TRNEST STURDIK _ ZOLTAN
B A RArH - y;ii3,l,?i"iiffi ft i?,.. 

KocAN

S f h r n. Rie5ila sa problematika izoldcie gluk6zaoxidiizy z myc6lia Aspergillus niger po
gluktlnovej ferment6cii. Z vyskiSanyich met6d dezintegrricie mycdlia sa ako najvhodnejSia
ukdzala vysokotlakov.l homogeniziicia a mletie na kotridovom korundovom dezintegriito-
re. Na izoldciu gluk6zaoxidilzy zo ziskan6ho extraktu sa pou2ila etanolovA precipitdcia,
pridom podmienky sa optimalizovali na hodnoty 1-5 "C. pH ba 56 ",/. obj. etanolu. Dalej sa po-
rovndvali tri sp6soby puritikdcie hrubdho prepariitu. NajlepSie vyisledky sa dosiahli pri po-
uZiti i6novej hydrof6bnej chromatografie na Amberlite CG--50.

Ziskany prepariit sa charaktcrizoval io do hodnoty optimiilncho pH. teploty, substrdto-
vej Specifity, ako aj citlivosti na vplvv etanolu a NaCl.

V poslednlich desatrodiach sa zaznamen|va doraz viids( a ryfchlejSi rozmach
r (roby a pouZitia mikrobi6lnych enzlmov. K nim patri gluk6zaoxidiiza, ktor6
\a v priemyselnom meradle ziskava najma z vhiknitlich hrib rodov Aspergillus
t Penicilliurn [1] a mri Siroke spektrum vyuZitia v potravindrstve a analytike
irl.

Sp6sob izoliicie enz:imu ziivisi od jeho lokaliziicie v bunke, i od jeho Struk-
triry. ktorii urduje vlastnosti enzymu. Gluk6zaoxiddza (B-o-gluk6za: 0r-oxido-
recluktiiza EC 1.1.3.4) z Aspergillt$ niger je intraceluliirny enzfm katalyzujrici
oxiddciu gluk6zy na kyselinu gluk6novri [3]:

p-o-gluk6za + H,O * O. ---> 6-o-gluk6nolakt6n + H"O2.
Vznikajrici peroxid katal{za rozkladd na vodu a kyslfk, dfm je bunka chr6ne-
nii pred jeho ridinkom. Oba enzimy sri lokalizovan6 v peroxiz6moch. Gluk6-
zaoxiddza z Aspergillus niger je glykoprotefn pozostrivajrici z dvoch identic-
ki'ch polypeptidovfch refazcov, kaLdy relatfvnej molekulovej hmotnost
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80 000. Z tychto relazcov obsahuje kaLdy jednu molekulu Leleza a jednu mo-
lekulu flavinadenfndinukleotidu (FAD) [4]. Celkovf obsah proteinu v mole-
kule gluk6z aoxiddzy je 7 4 %, okrem toho obsahu je 16 % neutrdlnych sachari-

dov a 2 o/o aminosacharidov l4-Tl.Molekula gluk6zaoxid|zy vykazuje ab-

sorbin6 maximii pri 278, 383 a 4-52 nm. M6lovf absorpdny koeficient pri
450 nm je 1,41.10a mol . l-r . cm-l. Sedimentadny koeficient je 8,00 S, difiizny
koeficient vo vode je 4,12. L0-7 cm2 . s-t [8]. Izoelektricky bod gluk6zaoxidfr
zy je pri pH a,2l9l.

Gluk6zaoxid6zu ako intraceluliirny enzym ziskavame z myc6lia jeho dezin-
tegr6ciou. Z rozruiendho mycdlia sa enzym extrahuje vodou alebo tlmivym
roztokom. Suspenzia myc6lia sa m6Ze dezintegrovat pouZitim napr, vysoko-
tlakov6ho dezintegriitora, vysokorfchldstn6ho gulov6ho mlyna, mix6rov6ho
homogenizdtora alebo kotridovdho dezintegriitora. V literatrire sa uv6dza

uvolfiovanie gluk6zaoxid6zy z buniek rastlinnymi proteiniizami [10] a ultra-
zvukom lIIl. Zo ziskan6ho extraktu sa enzym zr6La siranom am6nnym [12],
diaminoetoxyakridinlaktdtom [13], acet6nom a etanolom [la]. Opfsanfmi
spdsobmi sa z mycdlia ziska zmes enzymov, ktord sa vzhladom na poZadovanri

distotu prepariitu gluk6zaoxid6zy m6Le dalej purifikovaf. K najdastejSie

pouZfvanfm separadnym technik6m patrf ionexov6 chromatografia na

DEAE-celul6ze, DEAE-Spherone [14-16], i6novii hydrof6bna chromatogra-
fia na Amberlite CG-50 llTl a gdlovd chromatografia na Sephadexe G-150

a G-200 [4, l8].
Zistilo sa, Ze gluk6zaoxiddzaz Aspergilltts niger vykazuje katalytickf akti-

vitu v rozsahu pH 2-10. V literatrire uv6dzand optimum pre oxidilciu gluk6zy
je pH 5,5 [19]. Optim6lna teplota pre katalytickd dinnost gluk6zaoxiddzy ie
v rozmedzi 30-60 "C, rychlost reakcie sa nemeni. Pri teplot6ch 50-60 oC v5ak

moZno uvaZovat' o nezmenej rfchlosti iba v podiatodnej f6ze reakcie. Po urdi-
tom dase dochiidza k inaktivdcii enzymu. Teplota v5ak nemeni iba aktivitu en-

zymu, ale ovplyviuje katalfzu aj tfm, 2e zniLuie koncentrSciu kyslika ako
jedn6ho substriitu v m6diu, pretoZe jeho rozpustnost s rastfcou teplotou kles6.

Gluk6zaoxid6za Specificky oxiduje B-o-gluk6zu na gluk6nolakt6n. Okrem

B-o-gluk6zy mdZe katalyzovat aj oxid6ciu infch sacharidov, resp. derivdtov
gluk6zy, napr. galakt6zu, man6zu,xyl6zu oxiduje na zodpovedajrice ald6no-
v6 kyseliny [20]. Adams [21] Studoval vplyv mutarot6cie na oxiddciu gluk6zy
a zistil, Ze mutarotdcia je faktorom, ktorf m6Ze limitovaf trito oxidadnri reak-
ciu, pretoZe mnoZstvo zoxidovanej gluk6zy v syst6me zodpovedalo vZdy
mnoZstvu gluk6zy prftomnej v reakdnej zmesi v B-forme.

Tiito priica sa zameriava na izoldciu a biochemickri charakteriziiciu gluk6-
z;roxidiny z odpadov6ho myc6lia Aspergillus niger po gluk6novej fermentiicii.
Problematika gluk6novej ferment6cie s cielom zfskavania kys. gluk6novej,
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-.ukoniitu sodn6ho, glukon6tu vdpenat6ho a b-glukonolakt6nu sa rieSi na Ka-

=,.lre biochemickej technol6gie CHTF SVST v Bratislave.

Materir{l a met6dy

Kultivdcia A. niger. Kmei Aspergillus niger CCM 8004 sa fermentoval v 7 I
::rmentore Electrolux s iZitkovfm objemom 4,5 I v podmienkach submerznej
rultiv6cie tak, ako to uvddza pr6ca Rosenberga a kol. [22].

Dezintegrdcia mycllia. Myc6lium sa odfiltrovalo od fermentadn6ho mddia na
3iichnerovom lieviku, premylo sa vodou a tiito suspenzia (su5ina 5 %) sa de-
:rntegrovala na korundovom kotridovom dezintegriitore (2 cykly), na mixero-
'. trm dezintegrdtore (10 min, 5000 ot./min) alebo na vysokotlakovom homoge-
:izdtore (1 cyklus). Pred mletim suchdho myc6lia na mlyndeku a v trecej mis-
re sa mlcdlim vysu5ilo pri 45 "C. Rozbit6 myc6lium sa odfiltrovalo na Bilch-
rerovom lieviku a dalej sa spracfval zfskanf filtret.

Izoldcia glukrizaoxiddzy. Zll ziskaneho extraktu sa gluk6zaoxid6zazrdLala

'6 "/o etanolom. Zrazenina sa odstredila na centrif(rgeK23 D (VEB MLW,
Leipzig, NDR) pri 4000 ot./min podas 10 minft a bola rozsuspendovan6 v des-
:ilovanej vode. ktorej objem bol desatkrdt menSi ako p6vodnf objem extrak-
:Lr. Vzhladom na to, Le zmes obsahovala liitky nerozpustn6 vo vode, pristtipi-
Irr sa k dalsej centrifugircii podas 10 minft pri 12 000 ot./min. AZ takto predis-
:eny roztok sa pouZil na purifikiiciu gluk6zaoxiddzy.

Gilovd chromatografia. Prvou odskfSanou purifikadnou met6dou bola 96-
lovd chromatografia na Sephadexe G-200. G6l napudiavalT2 hodfn pri teplote
l-5 uC v destilovanej vode a potom sa nim naplnila sklenii kol6na (30 x 3 cm)
Jo vf5ky 28 cm. Po nastavenf kol6ny na pH 6 fosfdtovym tlmivfm roztokom
koncentrdcie 0,0i5 mol . l-r sa na hlavu kol6ny naniesla vzorka (10 ml). Kol6-
na sa premfvala tym istfm tlmivfm roztokom pri prietoku 0,4 ml/min. V jed-
notlivych frakci6ch (5 cm3) sa stanovila aktivita gluk6zaoxid6zy a katal{,zy
a absorbancia pri 280 nm.

Ionexovd chromatografia. DEAE-Spheron sldZiaci ako n6plfi kol6ny pri
ionexovej chromatografii sa pred pouZitim uviedol do OH- cyklu roztokmi
\ tomto poradi: 2 mol . l-l roztok NaOH, destilovan6 voda,2 mol . l-l roztok
HCl. destilovand voda, 2 mol . l-r roztok NaOH, destilovand voda. Takto
pripravenym ionexom sa naplnila sklend kol6na (20 x 2 cm) do v1iSky 18 cm
a nastavil sa prietok 0,8 ml/ntin. Na kol6nu ekvilibrovanf na pH 7,5 0,01

mol . l-r fosfdtovfm tlmivym roztokom sa naniesla vzorka (7 ml) a kol6na sa

premyla tym istym tlmivym roztokom. Potom sa vzorka eluovala line6rnym
qradientom iSnovej silv zloZenia: 0.2 mol l-r fosfdtovf tlmivf roztok pH
5.-5 a 0,2 mol . l-r fosf6tovy tlmivf roztok pH 5,5 * I rnol . l-'NaCl. C)dobera-
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li sa frakcie objemu 5 cm3 a stanovovala sa v nich aktivita gluk6zaoxiddzy,ka-
tal{zy a absorbancia pri 280 nm.

Hydrof1bna i6novd chromatogralia. Sklend kolSna (20 x 2 cm) sa pri
hydrof6bnej i6novej chromatografii naplnila Amberlitom CG-50 do vliSky

18 cm a premlivala sa 0,2 mol . l-r acetiitovim tlmivfm roztokom pH 4,4. Po

ekvilibr6cii sa na hlavu kol6ny naniesla vzorka, ktorej pH bolo upravend na

hodnotu 4,4. Kol6na sa premyla 0,2 mol . l-r acetiitovym tlmivfm roztokom
pH 4,4 a vzorka sa eluovala linedrnym gradientom pH: 0,2 mol . l-r acetdtovi
tlmivf roztok pH 4,4 a 0,2 mol . l-1 acet6tovf tlmivf roztok pH 5,5. Chroma-
tografia prebiehala pri objemovom prietoku 0,6 ml/min a odoberali sa 5 ml
frakcie, v ktorych sa stanovovala aktivita gluk6zaoxid6zy,katal{zy a absor-
bancia pri 280 nm.

Biochemickd charakterizdcia gluk6 zaoxiddzy. Biochemickd charakteristiky
izolovanej gluk6zaoxiddzy z Aspergillus niger sa sledovali na modelovom la-

borat6rnom mie5anom reaktore objemu 50 ml. Ide o sklen(r n6dobku s dvoji-
tym pki5tom na temperdciu a uz6verom, cez ktorf je do reaktora zavedend
elektr6da na meranie pH a pipeta na diivkovanie NaOH, ktorfm sa neutrali-
zovala vznikajrica kyselina gluk6nov6. Reakdn6 zmes sa mie5ala pomocou
magnetickdho mie5adla a nad jej povrch sa privddza kyslik. Sledoval sa vplyv
koncentriicie NaCl (0-4,6 mol . l-r) a koncentrdcie etanolu (0-20 %).

Vplyv pH a teploty na rfchlost oxidiicie gluk6zy sme sledovali postupmi
uvedenfmi v [20].

Na posfdenie substr:itovej Specificity sa pouZila met6da, pri ktorej sa sle-

dovala tvorba peroxidu vodika podas oxiddcie pouZitfch sacharidov. Dal5f
postup stanovenia sa uvddza pri stanoveni aktivity gluk6zaoxiddzy.

Stanovenie aktivity enzymov. Na stanovenie aktivity gluk6zaoxid6zy sa

pouZiva met6da, pri ktorej sa peroxid vodika vznikajfci v reakcii pren65a
ridinkom peroxidrlzy na chromog€.n o-dianizidin, ktor! sa sfarbuje fmerne
mnoZstvu vytvorendho peroxidu. K 2,6 ml chromog6nu (0,1 ml1, "/. o-diani-
zidfnu v metanole sa pridalo k 12 mI0,1 mol . l-r fosfiitov6ho tlmivdho rozto-
ku pH 6,0) sa napipetovalo 0,05 ml roztoku 18 % gluk6zy. Pridanim 0,05 ml
prisluSne zriedenej vzorky gluk6zaoxiddzy sa za(ala reakcia. V 3O-sekundo-
vfch intervaloch sa odditavala hodnota absorbancie pri 460 nm oproti slep6-
mu pokusu (namiesto enzlimu rovnak6 mnoZstvo destilovanej vody).

Na stanovenie aktivity katalizy sa pouZfva met6da, pri ktorej sa sleduje
ribytok peroxidu vod(ka z rozloku po pridani kataliny. Zmena koncentriicie
peroxidu vodfka sa sleduje ako zmena absorbancie pri240 nm. Substrdt obsa-
hujrici peroxid vodfka sa pripravil pridanim 0,3 ml 30 % peroxidu vodfka do
50 m|0,05 mol . l-rfosfiitov€ho tlmiv6ho roztoku pH 7,0. Ztohto zilsobndho
roztoku sa na stanovenie pipetoval 1 ml. Pridanfm 2 ml prfsluSne zriedenej
vzorky kataliny sa za(ala reakcia. V lO-sekundovfch intervaloch (od 10. do
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-0. sekundy) sa zaznamendvala absorbancia oproti slep€mu pokusu, ktorf
obsahoval namiesto vzorky rovnaky objem destilovanej vody.

Na stanovenie koncentriicie proteinov pri zistovani Specifickej aktivity sa

pouZila Lowryho met6da.

Vfsledky a diskusia

Dezintegrdcia mycdlia. Pred izoliiciou gluk6zaoxidiizy z Aspergillus niger
rolo potrebn6 mycdlium dezintegrovat, pridom sa porovn6vali Styri sp6soby
Jezintegriicie (tab. 1). Hanus a kol. [24] ako najvhodnej5f sp6sob dezintegrii-
.'ie uviidzajri mletie vysu5en6ho mycdlia a jeho ndslednd suspendovanie vo vo-
Je. Nevyhodou tohto sp6sobu v5ak je, Ze mycdlium sa musf vysu5it, dfm vzni-
<ajI straty enzlfmovej aktivity a rastf nriklady na energiu. Prcto sa tento sp6-
.ob dezintegriicie porovndval so sp6sobmi priamej dezintegrdcie suspenzie
n1'celia, ktor6 sa po fermentiicii 2-3-krrit premylo studenou vodou. Vfsledky
:okusu sri v tabulke l.

Z vfsledkov vyplliva, Ze z hladiska Specifickych aktivit gluk6zaoxidrizy
'' extraktoch vhodnejSfm sp6sobom je dezintegriicia suspenzie myc6lia na ko-
:undovom kotfdovom dezintegriitore a na vysokotlakovom homogeniziitore,
rretoZe sa ziskali takmer dvojndsobne vyS5ie vytalky enzymu i Specifick6 ak-
:rvity gluk6zaoxidilzy v porovnani s mlet(m vysu5endho mycdlia. Vysokotla-
sovd homogenizdcia sa rispe5ne odskfSala aj v polopreviidzkovom meradle.

Izoldcia glukdzaoxiddzy. Po ziskanf extraktu z mycdlia Aspergillus niger
:reba skoncentrovat gluk6zaoxidl,zu a izolovat ju od znedistujricich protefnov
.r inych balastnyich zloZiek obsiahnutfch v mycdliu. V literatrire [14] sa opisuje
.pdsob izoliicie gluk6zaoxidi,zy akatalirzy z extraktu Penicillium notatum pre-
.-ipitiiciou etanolom a acet6nom, pridom z hladiska vftaZnosti i dal5ieho po-
:raviniirskeho vyuZitia enzymu sa ako vfhodnejSia ukdzala precipitiicia etano.
itrm. Vzhladom na svoju jednoduchost sa tiito met6da odskf5ala aj na izolii-
.'iu gluk6zaoxidiny z extraktu mycdlia Aspergillus niger. Y naSom prfpade po-
:ovndvanim vft'aZku a zvfSenia Specifickej aktivity izolovanej gluk6zaoxid6zy
.a sledoval vplyv koncentriicie etanolu, teploty a pH na precipitiiciu enzymu
:tanolom.

Vplyv koncentriicie etanolu (tab. 2) sa skriSal v rozsahu objemovlch pome-
rcrv extraktu k 96 % etanolu 10 : 12 aL 10 : 17. Z v!,sledkov vyplliva, ie pri
ktrncentrdcii etanolu 56 % obj. (extrakt : etanol : 10: 14) sa dosiahol najvy5-
rf vytaZok gluk6zaoxiddzy (93,3 %) a dalSfm zvy5ovanim koncentriicie etano-
lu sa uZ vftaZok nezvy5oval, ale vzrastala koncentrdcia celkovych protefnov,
,'o sp6sobilo zniLovanie Specifickej aktivity. Ztoho vyplyva. Ze optimum pre-
,'ipitricie je pri 56 "/n etanolu.
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Sp6sotr
dezintegrdcier

Aktivita
gluktizaoxid6zy:

Ipkat . ml-']

Obsah
protefnovl

[mg. ml-r]

Specltlcka
aktivital

[pkat . mg-r]

mletie suchdho
myc6lias
mix6rovyi
homogenizdto16
korundovf kotridovf
homogeniziltorT
vysokotlakovy
dezintegriito18

.13f3.3

129.2

'764.86

787,.10

3.94

4.92

3.04

3,tl

t22,5

87.2

?sl s

)<a )

Tabulka l. Porovnanie rldinnosti dezintegriicie Aspergillus niger mletim such6ho mycdlia
s dezintegr6ciou suspenzie myc€lia mixdrovlm homogeniziitorom, korundovjm kotudovlm

dezintegrdtorom a vysokotlakovlfm homogeniziitorom
Table 1. Disintegration effectivity for Aspergillus nigerby milling dry mycelium compared to
disintegration of rnycelium suspension by rnixer homogenizer. corundum disk disintegrator and

high pressurc homogenization

lType of disintegration; lGlucose oxidase activity: 3Protein content; aspccific activity; sDry myce-

lium milling; 6Mixer homogenizer; TCorundum disk homogenizer; 8High pressure disintegrator.

Tal

fat

Tabul'ka 2. Vplyv

Table 2. lnfluence

koncentrircie etanolu na zrdLanie gluk6zaoxidrizy z extraktu mycdlia Asper-
gillus niger pri teplote 15 "C a pH 6

of etanol concentration on glucose oxidase precipitation frorn Aspergillus
rrrger mycelium extract at 15 "C and pH 6

C)bjemov!
pomer

extrakt: etanoll

Aktivita
gluk6za-
oxiddzy:

[pkat . ml r]

Obsah
proteinovl

[mg. ml-r]

Spccifickri
aktivital

[pkut . mg'r]

Purifikadnyi
fakto15

V1itaZok"

t%l

0

0

0

0

0

0

2

J

4

5

6

7

117
585
7.14
6,83
6.75
6.87

)1\
4, r3
5.0,1

5,19
5,2 r
5.-s.t

.23
,<

,41

tq
at

4.87
5,64
5,63
5.30
5 ,1-5

4.93

44.0
76,0
93,3
89,3
88. I
89.8

rVolumc ratio extract : ethanol;:Glucose oxidase activity; rProtein content; aSpecific activityi
sPurification factor; 6Yield.

Vplyv teploty na fdinnost zr61ania gluk6zaoxidiizy etanolom sa testoval
v rozmedzi tepl6t 5-20'C. Vlf'sledky pokusov sri v tabulke 3. Teplota vpliva
na vytaZok aj Specifickf aktivitu gluk6zaoxidiizy, pridom za najvfhodnejSiu
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:l iuchdho mycdlia
::J\)\\m kotridovlim

-rlium compared to

..\ Jisintegrator and

.:buIka 3. Vplyvteplotynaetanolovi zr62anie gluk6zaoxidiizl zcxlrrrkttr rri.r'teilir A.spergillus
rtigerpri objenrovom pomerc cxtrakt: ctanol (ll): l5) rr pll {,

- .rble 3. Temperature effect on ethanol precipitation of glucosc oxiclasc liort't z1r7,,r,q rit,'niger
mycelium extract at volume ratio extract : ethanol (l() : 1.5) and pll 6

Teplotar

['c]

Aktivita
gluk6za-
oxidiizvr

[pkat . ml-']

Obsah
proteinovr
[mg. ml ']

Specifickd
aktivirar

Iprkat . mg-r]

Purifikadn'"j'
faktori

V!tir2rt, '','
["r,j

5

l0
15

20

5.,15

_s.76

5.99
<1)

1.70
5.06
1.17
4,70

.l"l

. t+

.-i+

.22

+.07

1.(X)

+.62
1.21

tjl.(.
116. i
90.0
1J6.1

lcnrperature. For 2-6 see l'able 2.

. ., b u L k a .1. Vplyv pH na zrdLanie gluk6zaoxiddzy z cxtraktu mycelia Aspergillus ni.gcr pri oi-r-

jemovom pomere cxtrakt :etanol (10: 1-l) a tepkrtc l-i "C
. ,,ble 4. Influence of pH value orl glucose oxidase prccipitation fronr;l.rpergi1lrrs rrigtr rnycc-

lium extract at volumc ratio extract: ethanol (10: l.l) and tcmpcraturc l5 "C

pH
Aktivita
glukciza-

oxidi{zv:

[pkat . nrl r]

Obsah
protcinovl

Img. ml-rl

Specifickd
aktivitar

[pkat . rng rl

PurifikadnV
faktorj

\/vta2nosth

t'%1

3,5
4,2

-5,0

5.9
7.0

0

0

4.88
6.25

-s.96

+;l
1.91
.+.71

rJ:
t.27
t.26

o

0

"1.09

-5.( )5

.1.99

0

0

72,8
93.:l
u9. l

'r l{r scc Table 2

.:ne povaZovali I5 "C. S klesajfcou teplotu fnlerne klesal aj vytaZok glukciza-
ridrizy, do je v srilade s teoretickymi predpokladmi, Ze pri vy55fch teplotdch

jochiidza k silnej5ej desolvatdcii hydrofilnych skupin proteinov a proteiny
to l'ah5ie precipitujf . Pri teplote vysSej ako 20 "C dochdclza pravdepodobne

.. c'iastodnej denaturiicii enzfmu.
\/plyv pH na precipit6ciu gluk6zaoxiddzy etanolom sa sledoval v rozmeclzi

.'.-i-7,0. Pri vybere testovanich hodnOt pH sa vychddzalo z teoretickdho
:redpokladu. Ze etanolovd precipitzlcia dosahuje najvyiSi irdinok pri hodnote
:H blizkej izoelektrick6mu bodu, ktorli je pre gluk(')zaoxiddzu pri pH 4,2,
,, zo skutodnosti, Ze pH neupravendho extraktu bolo 5,9. Z vysledkov uvecle-
-rch v tabulke 4 vidiet, Ze pH silne vplyva na etanolovri precipitdciu. Fo jeho

r_.:i
t-

r- -\, , - '.-' ,i.tivitvl rDry myce-
':-. :- ::r-iLIre disintegrator.

r..:.rktu mt'c6lia Asper-

VftaZokb

t%l

,l.l.t)

76.0
93.3
89.3
u8, 1

t39.8

: -- '.:-:tt: 'SPecific activitY;

[].:- . :i-:llt)ltlm sa testoval
, i:- - r' ,1 . Teplota vplyva
::.- : 2.1 nalYihodnejSiu
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Specifick6
aktivitar

ukat . mg-r]



fprave na hodnoty 3,5 a 4,2 nastala riplnii denaturiicia proteinu, najvy55f vf-
taZok aj purifikadny faktor sa dosiahli v extrakte bez fpravy pH.

Z vfsledkov vyplliva, Ze etanolovd precipitiicia je vhodn6 na izoli{ciu gluk6-
zaoxiddzy z extraktu myc6lia Aspergillus niger. Za optimrilnych podmienok
(koncentriicia etanolu 56 % obj., teplota 15 'C a pH 6) sa z(skalo asi 93 % p6-
vodnej aktivity a Specifick6 aktivita sa zvyiSila viac ako piitkrr{t.

Purifikdcia gluk6zaoxiddzy. Prepardt ziskanli etanolovou precipitriciou m6
pomerne nfzku Specifickri aktivitu gluk6zaoxidflzy a obsahuje vysok6 mnoZ-
stvo kataldzy (desatndsobne vySSia aktivita v porovnani s gluk6zaoxidilzou).
Na z6klade rozdielnych molekulovfch vlastnostf gluk6zaoxiddzy a katal{zy
sme testovali tri sp6soby purifik6cie: g6lovri chromatografiu na Sephadexe
G-200, ionexovri chromatografiu na DEAE-Spherone a i6novf hydrof6bnu
chromatografiu na Amberlite CG-50.

Gdlovii chromatografia vyuZfva ako deliaci materiiil p6rovitd g6ly, kto-
rfmi sa Litky delia podla velkosti molekril. Velk6 molekuly nem6Zu pre-

0,08

100 v[ n{]

Obr. 1. Purifikdcia gluk6zaoxidiizy z ctanolov6ho prccipitiitu myceliiilneho extraktu Asp ergillus ni-

ger g€lovou chromatografiou. - - - aktivita gluk6zaoxiddzy (GOD), -.-.-. aktivita katali4zy

(KAT), 

- 

obsah proteinov (A,*,,). Podmienky separdcie: pouZit! g€l - Sephadex G-200, ko-

l6na - sklend, 30 x 3 cm, naplnenii ionexom do vi5ky 28 cm, kol6na premytS 0,015 mol . l-r fos-

fdtovfm tlmivlfm roztokom pH 6.6; objem vzorky l0 ml; ehicia - 0,015 mol . m-r fosfiitovym tlmi-
vfm roztokom pH 6,0; objem frakcii 5 ml;prietok 0.4 ml . min-r.

Fig. 1. Purification of glucose oxidase from ethanol precipitate of Aspergillus rrlger mycelial ex-

tract by gel chromatography. --- glucose oxidase activitv (GOD), -.-.-. catalase ictivitl'
(KAT), 

- 

protein content (A,r,,). Separation conditions: gel - Sephadex G-200; column -
glass. 30 O 3 cm. fillcd u,ith ioncx to 2tl cm. column washcd by 0.015 mol . l-r phosphate buffer so-

rution pH 6'0': sarnpre "''l.T:i: Tl';Hfi. l'lf f;,i ,1" Xl,olllll,i'" 
burrer sorution pH 6 0.
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.:: ::,:.lnu. najvYssi vY-

Z U::i" \ PH.
rlr'-r..tr.: na izoldciu gluk6-

.r::.:-.iln\ ch podmienok
, : .= ::skaio asi 93 u/" 

P6-
i.':r:*rit.
nc---. -'u precipit6ciou m6

.i .-l:::'luje r vsok6 mnoz-
it:r,. : :lukozaoxiddzou)'
l;-,. :'.'rid ivy" a katal{zY
r.:i :::liu na SePhadexe
-.-,r_= : ;.r111-rvu hydrof6bnu

ilir -. ttrftrr ite 96ly, kto-
ri - .-sul\ nemozu Pre-

\

nikat do vnftra dastfc g6lu a lych6dzajf z kol6ny sk6r ako men3ie mole-
kuly, ktord vnikajf do p6rov a pohybujf sa pomalSie. PretoZe molekulo-
vd hmotnost gluk6zaoxiddzy je 160 000 akatalfny viac ako 300 000, katal{za
eluuje z kol6ny prv6. Priebeh g6lovej chromatografie prepardtu gluk6zaoxi-
dAzy ziskandho etanolovou precipitiiciou je na obr6zku 1., z ktordho jezrej-
m6, Lekatal{za eluuje z kol6ny ako prv6, ale jej dast' (asi 20 %) vytekii z kol6-
ny spolu s gluk6zaoxiddzou. G6lov6 filtr5cia na Sephadexe G-200 je vhodn6
na oddelenie dasti katalflzy od gluk6zaoxiddzy, ale riplnd oddelenie tfchto en-
zymov sa nedosiahlo. Aby sa katal:iza riplne odstrdnila, bolo by vhodnejSie
pouZit g€1, ktorf deli proteiny s vySSou molekulovou hmotnostou. Nevfho-
dou g6lu je jeho nizka kapacita a malii mechanickii pevnost.

Ionexov6 chromatografia vyuZiva na separiiciu gluk6zaoxidizy a katal{zy
rozdiel v hodnotiich ich izoelektrickych bodov. Izoelektrickf bod (pI) gluk6-
zaoxidiny je prihodnote pH 4,2,kataliny pri hodnote pH 6,5. Obriizok 2zn6-

200 v I ml't]

Obr. 2. Purifikiicia gluk6zaoxiddzy z etanolovdho precipit6tu mycelidlneho extraktu Aspergillus
,riger ionexovou chromatografiou. - - - aktivita gluk6zaoxiddzy (GOD), -.-.-. aktivita kataliny
iKAT), 

- 

obsah proteinov (A,r,,). Podmienky separdcie: pouZitf ionex - DEAE-Spheron;
kol6na - sklen6, 20 x 2 cm. naplnend do vlfSky 18 cm; prietok 0.8 ml . min-r; kol6na v OH- cykle
premyt:i 0,01 mol . l-r fosfdtovly'm tlmivym roztokom pH 7,5; ehicia - 0,01 mol . l-r fosfiitovlim
tlmivlim roztokom pH 7.5, 0,2 mol . l-r fosfiitovlm tlmivlm roztokom pH 5,5, 0,2 mol . l-r fosfd-

tovyim tlmivfm roztokom pH 5,5 + 1 mol . l-r NaCl; objem vzorky 10 ml; objem frakcii 5 ml.
Fig. 2. Purification of glucose oxidase from ethanol preparative of Aspergillus nrger mycelial ex-

rract by ionex chromatography. - - - glucose oxidase activity (GOD), -.-.-. catalase activity
rKAT), 

- 

protein content (A.,*,,). Separation conditions: ionex - DEAE-Spheron; column -
rlass20x2cnr,filledtol8cm;flow0.8ntl .min-r;columninOH-cyclewaswashedby0.0lmol .l-r
t,v phosphate buffer solution pH 7.-5. 0.2 mol . l-r by phosphate buffer solution pH 7.5, 0.2 mol . l-r
rv phosphate buffcr solution pH ,5.5. 0.2 mol . l-r by phosphatc buffcr solution pH 5.5 * 1 mol . I I

NaCl; sample volume 10 ml; volume of fractions 5 ml.

a Eulletin

100

- -:. .\triiktu.AsPergillus nt'

I - - -. aktivita kalalizY
'. ::. - SePhadex G-200' ko-

-. :,:nrti 0.015 mol ' l-r fos-

: -:..'1 . m I fosldtovYmtlmi-

- -:. mln'.
, - . ';:.'itis rrigcr mYcelial ex-

I - -.-. catalase activitY

- i.:i:-.Jer G-200; column -
-' ,- phosPhate buffcr so-

: ^.,:: ruffer solution PH 6 0:

:\-
:I

-€l r

F :-
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zornuje priebeh ioirexcve.j chrornatografie na DEAE-Spherone. Nanesenim

trrrepari:tu gluk6zaoxicliizy na kol6n',.1 DEAE-Spheronorn ekvilibrovanf
na pF{ 7.5 a jej prernirvanim 0.01 mol l-r fosfitov,vm tlniivfm rcztokom
pIl '7,5 drrl,irlineme. Ze cha enz.ymv sa na ionex naviaZu. Premyvanirn kol<in.v
i],2 rLrci . i-l llniiviim rozttlkcm nH 5,5 sa dosiahlo uvc'rl'nenie asi80 "/n katal1zy
p0vocine piitornnej vc vzorke. pretoZe zmenou nilboja katal|zy na klaciny sa

rr.rii jei vazba na anex. Glukdzaoxid6za je rt?rviazan'e na anex, ale sila vdzby
sa vzhladonr na zmenu nFl z hodnoty 7,5 na 5.5 zmen5uje a tim sa dd vysvetlit'
eifcia malc<ho rnnoZctla gluk6zaoxiddzl' vo frakcihch katal;,'tzy. Na ehiciu glu-
kdzaoriddzv z anexu .-qa pouZil cradient i6nove i silt'. trcne-ovd chromatografia
na DE,AF-Snl-ierone je vhodnil na separdciu qlukozaoxiddz.r a k:rtai6zy, po-
rrZity ionex nrai 'i'ysiiri iiapacitu a v1.'iiiu rnechanickr.i pevnost v porovnanf so

Sephaclerorn G-200.

Obr. 3. i'urifiklcia glukc:,r:rr-.ridirzv z ctiinoloveho prccipitiitrr rnycelidlncii<: cxtraktu Aspergillus
rrig;er h'vdrr:f<ibnoLr rcnovcu chrornatografiou. - -- aktivitr gluk6zaoxidiizl'(GCD). -.-.-. akti-
vita kataldzy (KAl'), --- obsah protcinov (A,",,. Podnrienky separiicic: pouZity g6i - Amberlit
CG-501 kol6na - sklt:nir. 20 x I cm. rruplnenii cio v,iiky lii cm: prietok ().6 ml . min-]; kol6na pre-

m.vtd 0.2 mol . I I iicetiitov.v-m tlnrivint roztokcnr pH J.4; obje n-r vzorkv 2() mi; objem frakcii 5 mll
clicia - liner'rrn1'gradicnt ().2 nrol . I I acetiitovv tlrrivi rtrztok pH -1,.1 -i- (1,5 nrol . l-i acetirtovlr

tlmivf roztok pFl -i.-5.

Fig. 3. Purification of glucose oxidasc from cthanol pleparativc ol Aspergillus nigcr mvce Iial ex-
tract bv ionic hydrophobic chlonratographv. - - - glucose oxitlase actjvitv (GOD). -.-.-. calalase
activitv (KAT), 

- 

protein content (A.r,,). Scparation conditions: (jcl - Arnberlit CG-.5t); co-
lunrn glass. l0 x 2 cm.'fillecl to 1,3 cnri florv t).6 ml . rnin-r: column u,as rvushccl lvith 0.2 mol . l'l
acctate buffer solution pH .1.-1: sample volurne l0 ml: volume of fractions,5 ml: elution - linear
gradient 0.2 mol . l-r by acetacc buffcr solution pH -l.J + 0.-5 rnol . I I bi acetacc buffer solution pH

-5 .5
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-S::-: :,.ne. Nanesen(m
3:,--: ::r ekvilibrovanri
r::- . ::-iivm rcztokorn
: i:=::i'r anim kokiny
ilcr : -:ri s0 % katal6zy
3 s:i-:-:Zv na kladny sa

l: :r:\. ale sila v'Azby
lu-= : :'. :ll ia dd vysvetlit
k=:. -.'' \a elfciu glu-
'r"='. "., chromatografia
,t\--.:-'. -, kataldzy, po-
f€'. : .: ., porovnani so

Hydrof6bnou ionovou chromatografiou na Amberlite CG-50 sa separuje
:iuk6zaoxiddza odkatal{zy aj na zdklade rozdielnych hodn6t izoelektrickfch
-trdov [17], ale v porovnani s predchddzajfcou met6dou interakcia ionex-en-
-'.'m md iny charakter. Amberlit CG-50 m6 na hydrof6bnej matrici nav\azanf,
::.rrboxylov6 skupiny a ekvilibrdciou kol6ny fosfatovy'm tlmiv;i.m roztokom na
:H 4,4 sa kysl6 skupiny protonizujf . Gluk6zaoxidina rn6 pri tejto hodnote
:H velmi nizky elektrickf ndboj a nadvdzuje hydrof6bne interakcie s ma-
:rcou Zivice. ZvySovanim pH kysl6 skupiny ionexu disociujri, zvy5uje sa

-.rporny n6boj molekuly gluktizaoxiddzy a dochiidza k elektrostatick€mu od-
-irdzovaniu zdpornfch skupin Zivice a gluk6zaoxid/atzy, ktard sa postupne

-rolfiuje. Katal6za, ktorii sa viaZe itinovou vdzbou (pI : 6.5), ost6va navia-

-.:nd na ionexe a k jej ehicii dochiieza aL dalSfm zvfSenfm pH roztoku. Prie-
':h separ6cie znitzoriuje obrhzok 3. Hydrof6bna i6nov6 chromatografia na
rmberiite CG-50 sa ukdzala z hiadiska separiicie gluk6zaoxiddzy akatalfny
- -.,Cskir5anich rnetodfk ako najvhodnejiia.

Biochemickd charakterizdcia. Fri purifikovanom enzyrne sa dalej zistovali

-.,kiadnd biochemick6 charakteristiky: subslrdtovd 5pecrfita vplyv pH. teplo-
:,.. etanolu a NaCl na r.vchlost oxidiicie gluk6zy. Vfber tychto parametrov bol
:,rdriadeny plzinovandmu potravindrskemu a anal-vtickdmu vyuZitiu zfskanych
:repardtov. V experimentoch, r, ktorfch sa prorovndvala rychlost oxiddcie

-giuk6zy, D-man6zy, o-galaktozy a o-ryl6zy sa zistilo, Ze vietky tieto sa-

,'.raridi, gluk6zaoxiddza oxidovala. Vysledky potvrdili literdrne ridaje [9],
-r chlost oxidiicie man6zy bola asi 1 % rfchlosti reakcie pre gluk6zu a v pripa-
:: o-galakt6zy ao-xyl6zy bola r-vchlosl ich oxiddcie pod 1 % rychlostioxidii-
-:e D-gluk6zy.

Vclyv teplotv na rychlost oxiddcie glukdzy glukdzaoxiddzou sa skrimal
rozmedzf 15-60 oC. Do 40 uC sa s rastircou teplotou zvySovala aj rychlost' re-

,xcie. Pri tepiote 40 "C uZ dochddza k dvom konkurendnj,'m javom: k zvySo-
:rniu rfchlosti vplyvom rastucej teploty a k tepelnej inaktivdcii enzymu. Po
.rom dase sa inaktiviicia enzymu prejavuje postupnym spomalovanfm reak-
-:e. ktcird je tfm zjavnejSie, dim je vySSia reakdnii teplota. Celkove moZno

-nrnft. Ze teplotnd optimunl pre katalytickri dinnost gluk6zaoxidiny, ktoru
::re ziskali. je okolo 40'C.

Vplyv pH na rychlosi oxiddcie gluk6zy sa skrimal v rozmedzi hodn6t 2-8.
\ ,isledk,v sri na obriizku 4. Yyrazn€ optimum gluk6zaoxidiny je pri pF{ 5,5-
:.6, do je v srilade s irdaimi v literatirre [19].

Dalej sa testoval frdinok NaCl a etanolu na oxiddciu gluk6zy. T6to charak-
:erizdcia enzymu je vyznamn6. preto|e gluk6zao;<iddza sa pouZfva v n6pojo-
', om priemysle na deoxyge niiciu alkoholickych ndpojov a na ochranu tukov
.. r6znych ridendrskych vyrobkov, kde sa spominan6 ldtky vyskytujri vo

:)'5Sich 

koncentr6ciirch. Z vfsledkov vyplvnulo, Ze gluk6zaoxidina sa m6Ze
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aplikovat' aj do ndpojov s pomerne vysokfm obsahom alkoholu, pretoZe tento
pri koncentrdcii20 % obj. zniLll nichlost oxidi{cie gluk6zy na 50 "/" a pri obsa-
hu alkoholu 10 % obj. klesla rfchlost oxid6cie na75 "/" p6vodnej rfchlosti.
Prfdavkom chloridu sodndho do reakdn6ho mddia s vyislednou koncentriiciou
4,6 resp. 0,6 mol . l-1 sa reakcia zniLilao 70, resp. 35 %.

-'o

:
Ot
Et

@,o
=oa.
>UJ

Obr. 4. Ziivislost gluk6zaoxiddzovej reakcie od pH prostredia pri r6znych hladin6ch kyslfka. Ex-
perimentiilne podmienky: Mcllvaine tlmiv6 roztoky pH 2*8, koncentrdcia kyslika

(v lfir mol .l-r):0.1 (l).0.4 (2).0.6 (3).

Fig. 4. Dcpendence of glucose oxidase reaction on pH values of media at various oxygen lcvels.
Experimental conditions: Mcllvaine buffer solution pH 2-8, oxygen concentration

(in l0 3 moll-r) : 0.1 (l),0.4 (2),0.6 (3).

Z uvedenych nameranych biochemickych charakteristik vyplfva, 2e ziska'
ny enzfmovy prepardt je vfhodn! na pouZitie v potravindrstve i analytike.
Vlsledky testovania tohto prepariitu v potravin6rstve uv6dza dal5ia pr6cal25l
a poznatky o analytickom vyuZiti glukSzaoxidAzy z Aspergillus niger zhfnajri
Stredanskfakol. [26].
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llro.nrqnr n 6noxnnrqecKat xapaKTeplcrrxa ux)xo3oxclgazu nz Aspergillus niger
' Ant nlltqeBoro ll aHaJrHT[qecxoro rlclloJrb3oBaH[t

Pe s rcNre

Pa6ora peruaer npo6nervor rr3oJrffqr{r{ rJIroKo3oKcI4Aa3bI 13 MrIIeJrxs Aspergillus niger fioc-
:: rJrroKogoBoft Sepuextaqwr. Canrrrrvr noAxoAgulrau MeroAoM AJr.E tr3MeJrr'qeHtrff MUIIe-
;rs aBJrgerca roMoregu3alrr.E noA BbrcoKrrM AaBJreHrreM ra 4po6.neHre Ha ArlcKoBoM Ko-
:',-HAoBoM Ae3,rHTerparope. A.rs vt3oJts\rtu rJrroKo3oKcrrga3br u3 noJryireHHoro gKcrpaKTa

:3Topbr rrplrMenrrJrr{ gTaHoJroBoe ocagroo6paeoBantle npr ycJloBt4sx 15 oC, pH 6 r 56 %
. ireua gTaHoJra. B 4a.nrrueu aBTopbr cpaBnt{Jur rpra cnoco6rr oqllrcrKr4 ToJrcroro npenapa-
:a. Carvrsre xoporur4e pe3yJrbrarbl r:oJry-s:r;au nplr t{cnoJrb3oBanerlru ronosorZ rr,qpoQo6Hort
i::ouarorpa@r.rr na Amberlit CG-50.

V no.nyvennoro npeuapara aBTopbr xapaKTepl43oBaJrtr o[T]4ManrHoe pH, TeMneparypy,
-::eqr$r.rxoctr Aerictalrs cy6crpara r qyBcrBrdreJrbHocrb Ha BJrtr.EHr{e gTaHoJra w NaCl.
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Isolation and biochenliral characterization of glucose oxidase from ,.lsTrcrgiilr.s li,lt'r
f<rr food anC rnalvtlcal utilization

S,unnrarr

i.,ol:rir,rri ')i t:]u(i)i;u tr"it1:rr,: if:r:ti li.i. r;ri:t-itruir rri ,+sp,:rgiliu., iiiqcr:lltcr ll rlitrc,.ltic licit.
i, t:llciit'rti()!i \.it:i rluiilc.l. lr: rir n-La't;,1;,;.. rri rlj.r,ri ti0li rrl ii;,' t'tiiceiilrln il(:ic ;i,1111,111;,,f iji,-]'
f)tc:;srtru ri();Iti;,:lcil,/,ilii()it ii.i-j ,,ii:itiiFriiLrlr i;' , -l,.r uit:l ji:i ciisiirtegr::t:) sjclne a !,lrtltl)lc. lcliul:r:
c\tJ'rrc1 \i,,rs prccipitatc,-l witit silt,rnol. (;lrirrrializ,::i fi)ii!liti()n: ii;r l--rrcii,itati,,n itrI l:; 'i.1;it o

;:6 i'irl. "',, ,.rl Ltiit:rnr:i. 'I hrir: rrrtlit,.rds t;i prtriiiclttil;l) ()l tllc 1;[1;1i1rr;j Dr\jcipiiritc ri':re tr;r;]r)irrc,-i i'

tit. i;,r;.t. i'it: |:st rir\i.llt: r\i.rc lir:hicrc i 11i111 i1fil1;r;rlr'tIic-l:rrrii: r:hroi:rir1o{rrririrr 'rrr Ai.rririrlri:
CCi-5i). 

-l-hc obi,rincrl substrirtc *rrs clt,il:tctetisr']J * jth i,l:ipcit l(t, ()l'tiilxl Dl-l r:rluc. tcn-,pclliturc.
i;ubritratc spccilicitv. rrs u,ell il, :',Jlr!itivitv lr) tti)ani)l unii Nli'1.
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