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Izolacia a biochemicka charakterizacia glukézaoxidazy
Aspergillus niger pre potravinarske a analytické vyuzitie

{IROSLAV STREDANSKY — GABRIELA CIFERSKA — ERNEST STURDIK -~ ZOLTAN
BARATH - MICHAL ROSENBERG - JOZEF KOCAN
- VLADIMIR MASTIHUBA

Suhrn. Riesila sa problematika izoldcie glukézaoxidazy z mycélia Aspergillus niger po
glukénovej fermentdcii. Z vyskusanych metdd dezintegrdcie mycélia sa ako najvhodnejsia
ukdzala vysokotlakovd homogenizacia a mletie na koticovom korundovom dezintegrato-
re. Na izolaciu glukézaoxidazy zo ziskané¢ho extraktu sa pouzila etanolova precipitécia,
pri¢om podmienky sa optimalizovali na hodnoty 15°C., pH ba 56 % obj. etanolu. Dalej sa po-
rovnavali tri spésoby purifikdcie hrubého preparatu. Najlepsie vysledky sa dosiahli pri po-
uziti iénovej hydrofébnej chromatografie na Amberlite CG-50.

Ziskany preparat sa charakterizoval ¢o do hodnoty optimalneho pH. teploty, substrato-
vej Specifity, ako aj citlivosti na vplyv etanolu a NaCl.

V poslednych desatroc¢iach sa zaznamenava ¢oraz vacsi a rychlejsi rozmach
vvroby a pouzitia mikrobidlnych enzymov. K nim patri gluk6zaoxidaza, ktora
sa v priemyselnom meradle ziskava najma z vldknitych hub rodov Aspergillus
a Penicillium [1] a ma Siroké spektrum vyuzitia v potravinarstve a analytike
[2].

Sposob izolacie enzymu zavisi od jeho lokalizacie v bunke, i od jeho $truk-
tury, ktord urcuje vlastnosti enzymu. Glukézaoxidaza (B-D-glukéza: 0,-oxido-
reduktaza EC 1.1.3.4) z Aspergillus niger je intraceluldrny enzym kata]yzujﬁci
oxiddciu glukozy na kyselinu glukénovu [3]:

p-D-glukoza + H,O + O, —= §-D-glukonolaktén + H,0,.
Vznikajuci peroxid katalaza rozklada na vodu a kyslik, ¢im je bunka chréane-
na pred jeho uc¢inkom. Oba enzymy su lokalizované v peroxizémoch. Gluko-
zaoxidaza z Aspergillus niger je glykoprotein pozostavajuci z dvoch identic-
kych polypeptidovych retazcov, kazdy relativnej molekulovej hmotnost
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80 000. Z tychto retazcov obsahuje kazdy jednu molekulu Zeleza a jednu mo-
lekulu flavinadenindinukleotidu (FAD) [4]. Celkovy obsah proteinu v mole-
kule gluk6zaoxiddzy je 74 % , okrem toho obsahuje 16 % neutralnych sachari-
dov a 2 % aminosacharidov [4-7]. Molekula gluk6zaoxidazy vykazuje ab-
sorbéné maxima pri 278, 383 a 452 nm. Mdélovy absorptny koeficient pri
450 nm je 1,41.10* mol . I'! . em™. Sedimentac¢ny koeficient je 8,00 S, difizny
koeficient vo vode je 4,12 . 107 cm? . s7! [8]. Izoelektricky bod glukézaoxida-
zy je pri pH 4,2 [9].

Gluko6zaoxidazu ako intraceluldrny enzym ziskavame z mycélia jeho dezin-
tegraciou. Z rozruseného mycélia sa enzym extrahuje vodou alebo timivym
roztokom. Suspenzia mycélia sa moze dezintegrovat pouzitim napr. vysoko-
tlakového dezintegratora, vysokorychlostného gulového mlyna, mixérového
homogenizatora alebo koticového dezintegratora. V literature sa uvadza
uvoltiovanie glukézaoxiddzy z buniek rastlinnymi proteinazami [10] a ultra-
zvukom [11]. Zo ziskaného extraktu sa enzym zraza siranom amoénnym [12],
diaminoetoxyakridinlaktatom [13], acetonom a etanolom [14]. Opisanymi
sposobmi sa z mycélia ziska zmes enzymov, ktord sa vzhladom na pozadovanu
¢istotu prepardtu glukézaoxiddzy moze dalej purifikovat. K najcastejSie
pouzivanym separacnym technikdm patri ionexovda chromatografia na
DEAE-celul6ze, DEAE-Spherone [14-16], i6nova hydrofobna chromatogra-
fia na Amberlite CG-50 [17] a gélova chromatografia na Sephadexe G-150
a G-200 [4, 18].

Zistilo sa, ze glukézaoxidaza z Aspergillus niger vykazuje katalyticku akti-
vitu v rozsahu pH 2-10. V literatire uvadzané optimum pre oxidaciu glukozy
je pH 5.5 [19]. Optimalna teplota pre katalytickd ¢innost glukézaoxidazy je
v rozmedzi 30-60 °C, rychlost reakcie sa nemeni. Pri teplotach 50-60 °C vSak
mozno uvazovat o nezmenej rychlosti iba v pociato¢nej faze reakcie. Po urci-
tom ¢ase dochadza k inaktivacii enzymu. Teplota vSak nemeni iba aktivitu en-
zymu, ale ovplyviluje katalyzu aj tym, Ze zniZzuje koncentraciu kyslika ako
jedného substratu v médiu, pretoze jeho rozpustnost s rasticou teplotou klesa.

Glukézaoxidaza Specificky oxiduje B-D-glukézu na glukénolaktén. Okrem
B-D-gluk6zy moze katalyzovat aj oxidaciu inych sacharidov, resp. derivatov
glukdzy, napr. galaktézu, manozu, xylozu oxiduje na zodpovedajice aldéno-
vé kyseliny [20]. Adams [21] $tudoval vplyv mutarotdcie na oxidaciu glukézy
a zistil, ze mutarotacia je faktorom, ktory moze limitovat tato oxida¢nu reak-
ciu, pretoze mnozstvo zoxidovanej glukozy v systéme zodpovedalo vzdy
mnozstvu glukézy pritomnej v reakénej zmesi v B-forme.

Této praca sa zameriava na izoldciu a biochemicku charakterizaciu gluko-
zaoxidazy z odpadového mycélia Aspergillus niger po glukoénovej fermentdcii.
Problematika glukénovej fermentacie s cielom ziskavania kys. glukénovej,




lukonatu sodného, glukonatu vapenateho a d-glukonolaktonu sa riesi na Ka-
~=dre biochemickej technolégie CHTF SVST v Bratislave.

Material a metody

Kultivdacia A. niger. Kmen Aspergillus niger CCM 8004 sa fermentoval v 71
iermentore Electrolux s uzitkovym objemom 4,51 v podmienkach submerznej
xultivacie tak, ako to uvadza praca Rosenberga a kol. [22].

Dezintegrdcia mycélia. Mycélium sa odfiltrovalo od fermenta¢ného média na
Bichnerovom lieviku, premylo sa vodou a tdto suspenzia (susina 5 %) sa de-
zintegrovala na korundovom kotucovom dezintegratore (2 cykly), na mixéro-
vom dezintegratore (10 min, 5000 ot./min) alebo na vysokotlakovom homoge-
nizatore (1 cyklus). Pred mletim suchého mycélia na mlynéeku a v trecej mis-
xe sa mycélim vysusilo pri 45 °C. Rozbité mycélium sa odfiltrovalo na Biich-
nerovom lieviku a dalej sa spractval ziskany filtrat.

[zoldcia glukézaoxiddzy. Zo ziskaného extraktu sa glukézaoxidoza zrazala
46 % etanolom. Zrazenina sa odstredila na centrifuge K 23 D (VEB MLW,
Leipzig, NDR) pri 4000 ot./min pocas 10 minut a bola rozsuspendovana v des-
tilovanej vode, ktorej objem bol desatkrat mensi ako povodny objem extrak-
tu. Vzhladom na to, ze zmes obsahovala latky nerozpustné vo vode, pristipi-
lo sa k dal$ej centrifugacii pocas 10 minat pri 12 000 ot./min. Az takto precis-
teny roztok sa pouzil na purifikaciu glukézaoxidazy.

Gélova chromatografia. Prvou odskusanou purifika¢énou metédou bola gé-
lova chromatografia na Sephadexe G-200. Gél napuciaval 72 hodin pri teplote
25 °C v destilovanej vode a potom sa nim naplnila sklend koléna (30 X 3 cm)
do vysky 28 cm. Po nastaveni kolény na pH 6 fosfatovym tlmivym roztokom
koncentracie 0,015 mol . I"! sa na hlavu kol6ny naniesla vzorka (10 ml). Kolé-
na sa premyvala tym istym tlmivym roztokom pri prietoku 0,4 ml/min. V jed-
notlivych frakciach (5 ¢cm?) sa stanovila aktivita glukézaoxidazy a katalazy
a absorbancia pri 280 nm.

lonexovd chromatografia. DEAE-Spheron slaziaci ako ndpli kolony pri
ionexovej chromatografii sa pred pouzitim uviedol do OH" cyklu roztokmi
v tomto poradi: 2 mol . I'! roztok NaOH, destilovana voda, 2 mol . I"! roztok
HClI, destilovana voda, 2 mol . 1! roztok NaOH, destilovana voda. Takto
pripravenym ionexom sa naplnila sklena kolona (20 X 2 cm) do vysky 18 cm
a nastavil sa prietok 0,8 ml/min. Na kolénu ekvilibrovani na pH 7.5 0,01
mol . I"! fosfatovym timivym roztokom sa naniesla vzorka (7 ml) a koléna sa
premyla tym istym tlmivym roztokom. Potom sa vzorka eluovala linedrnym
gradientom ionovej sily zlozenia: 0,2 mol . I"! fosfatovy tlmivy roztok pH
5.5a0.2 mol . I'! fosfatovy timivy roztok pH 5,5 + 1 mol . I NaCl. Odobera-
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li sa frakcie objemu 5 cm?® a stanovovala sa v nich aktivita glukézaoxidazy, ka-
talazy a absorbancia pri 280 nm.

Hydrofébna iénova chromatografia. Sklena kolona (20 X 2 cm) sa pri
hydrofébnej i6novej chromatografii naplnila Amberlitom CG-50 do vysky
18 cm a premyvala sa 0,2 mol . I"! acetatovym tlmivym roztokom pH 4.,4. Po
ekvilibracii sa na hlavu kolony naniesla vzorka, ktorej pH bolo upravené na
hodnotu 4,4. Koléna sa premyla 0,2 mol . 1! acetdatovym timivym roztokom
pH 4,4 a vzorka sa eluovala linearnym gradientom pH: 0,2 mol . I"! acetatovy
tlmivy roztok pH 4,4 a 0,2 mol . I'! acetatovy tlmivy 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 glukézaoxidazy, katalazy a absor-
bancia pri 280 nm.

Biochemicka charakterizacia glukozaoxiddzy. Biochemické charakteristiky
izolovanej glukézaoxidazy z Aspergillus niger sa sledovali na modelovom la-
boratérnom miesanom reaktore objemu 50 ml. Ide o sklend nadobku s dvoji-
tym plastom na temperaciu a uzaverom, cez ktory je do reaktora zavedena
elektroda na meranie pH a pipeta na davkovanie NaOH, ktorym sa neutrali-
zovala vznikajuca kyselina glukonova. Reakéna zmes sa mieSala pomocou
magnetického miesadla a nad jej povrch sa privadza kyslik. Sledoval sa vplyv
koncentracie NaCl (0-4,6 mol . I'!) a koncentracie etanolu (0-20 %).

Vplyv pH a teploty na rychlost oxidacie glukozy sme sledovali postupmi
uvedenymi v [20].

Na postdenie substratovej Specificity sa pouzila metoda, pri ktorej sa sle-
dovala tvorba peroxidu vodika pocas oxidacie pouzitych sacharidov. Dalsi
postup stanovenia sa uvadza pri stanoveni aktivity glukozaoxidazy.

Stanovenie aktivity enzymov. Na stanovenie aktivity glukézaoxidazy sa
pouziva metdda, pri ktorej sa peroxid vodika vznikajuci v reakcii prenasa
uc¢inkom peroxidazy na chromogén o-dianizidin, ktory sa sfarbuje umerne
mnozstvu vytvoreného peroxidu. K 2,6 ml chromogénu (0,1 ml 1 % o-diani-
zidinu v metanole sa pridalo k 12 ml 0,1 mol . I"! fosfatového timivého rozto-
ku pH 6,0) sa napipetovalo 0,05 ml roztoku 18 % glukézy. Pridanim 0,05 ml
prislusne zriedenej vzorky glukdzaoxidazy sa zacala reakcia. V 30-sekundo-
vych intervaloch sa od¢itavala hodnota absorbancie pri 460 nm oproti slepé-
mu pokusu (namiesto enzymu rovnaké mnozstvo destilovanej vody).

Na stanovenie aktivity katalazy sa pouziva metdda, pri ktorej sa sleduje
ubytok peroxidu vodika z roztoku po pridani kataldzy. Zmena koncentracie
peroxidu vodika sa sleduje ako zmena absorbancie pri 240 nm. Substrat obsa-
hujuci peroxid vodika sa pripravil pridanim 0,3 ml 30 % peroxidu vodika do
50 ml 0,05 mol . I"! fosfatového timivého roztoku pH 7,0. Z tohto zasobného
roztoku sa na stanovenie pipetoval 1 ml. Pridanim 2 ml prislu$ne zriedenej
vzorky katalazy sa zacala reakcia. V 10-sekundovych intervaloch (od 10. do
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70. sekundy) sa zaznamendvala absorbancia oproti slepému pokusu, ktory
obsahoval namiesto vzorky rovnaky objem destilovanej vody.

Na stanovenie koncentracie proteinov pri zistovani Specifickej aktivity sa
pouzila Lowryho metdda.

Vysledky a diskusia

Dezintegrdcia mycélia. Pred izolaciou glukézaoxidazy z Aspergillus niger
bolo potrebné mycélium dezintegrovat, pricom sa porovnavali $tyri spdsoby
dezintegracie (tab. 1). Hanus a kol. [24] ako najvhodnejsi sposob dezintegra-
cie uvadzaji mletie vysuSeného mycélia a jeho nasledné suspendovanie vo vo-
de. Nevyhodou tohto sposobu viak je, ze mycélium sa musi vysusit, ¢im vzni-
Xaju straty enzymovej aktivity a rasti naklady na energiu. Preto sa tento spo-
sob dezintegrdcie porovnaval so spésobmi priamej dezintegracie suspenzie
mycélia, ktoré sa po fermentécii 2-3-krat premylo studenou vodou. Vysledky
nokusu su v tabulke 1. '

Z vysledkov vyplyva, ze z hladiska Specifickych aktivit glukézaoxidazy
v extraktoch vhodnej$im spdsobom je dezintegracia suspenzie mycélia na ko-
rundovom kotuc¢ovom dezintegratore a na vysokotlakovom homogenizatore,
pretoze sa ziskali takmer dvojnasobne vyssie vytazky enzymu i $pecifické ak-
tvity glukézaoxiddazy v porovnani s mletim vysuSeného mycélia. Vysokotla-
xova homogenizdcia sa uspe$ne odskusala aj v poloprevadzkovom meradle.

zoldacia glukozaoxiddzy. Po ziskani extraktu z mycélia Aspergillus niger
tireba skoncentrovat glukézaoxiddzu a izolovat ju od znecistujicich proteinov
4 inych balastnych zloziek obsiahnutych v mycéliu. V literatire [14] sa opisuje
sposob izolacie glukoézaoxidazy a katalazy z extraktu Penicillium notatum pre-
cipitaciou etanolom a acetonom, pri¢om z hladiska vytaznosti i dalSieho po-
rravinarskeho vyuzitia enzymu sa ako vyhodnejsia ukdzala precipitacia etano-
lom. Vzhladom na svoju jednoduchost sa tato metoda odskusala aj na izola-
ciu glukozaoxidazy z extraktu mycélia Aspergillus niger. V nasom pripade po-
rovnavanim vytazku a zvySenia Specifickej aktivity izolovanej gluk6zaoxidazy
sa sledoval vplyv koncentracie etanolu, teploty a pH na precipiticiu enzymu
ctanolom.

Vplyv koncentracie etanolu (tab. 2) sa skisal v rozsahu objemovych pome-
rov extraktu k 96 % etanolu 10 : 12 az 10 : 17. Z vysledkov vyplyva, ze pri
koncentrdcii etanolu 56 % obj. (extrakt : etanol = 10 : 14) sa dosiahol najvys-
s vytazok glukozaoxidazy (93,3 %) a dal$im zvySovanim koncentracie etano-
lu sa uz vytazok nezvysoval, ale vzrastala koncentracia celkovych proteinov,
¢o sposobilo znizovanie Specifickej aktivity. Z toho vyplyva, ze optimum pre-
cipitdcie je pri 56 % etanolu.

61



Tabulka 1. Porovnanie ucinnosti dezintegracie Aspergillus niger mletim suchého mycélia
s dezintegraciou suspenzie mycélia mixérovym homogenizdtorom, korundovym koticovym
dezintegratorom a vysokotlakovym homogenizatorom
Table 1. Disintegration effectivity for Aspergillus niger by milling dry mycelium compared to
disintegration of mycelium suspension by mixer homogenizer, corundum disk disintegrator and
high pressure homogenization

Sposob Aktivita Obsah Specificka

dezintegracie! glukozaoxidazy? proteinov? aktivita®
[pkat . ml*!] [mg . ml] [pkat . mg™]

mletie such¢ho 4383 3,94 122,5

mycélia®

mixérovy 4292 4,92 87,2

homogenizator®

korundovy kotucovy

homogeniyzatoﬂ 764,86 3,04 251.,5

vysokotlakovy

dizintegrétorx 787,40 3.117 2532

Type of disintegration; *Glucose oxidase activity; *Protein content; *Specific activity; *Dry myce-
lium milling; “Mixer homogenizer; "Corundum disk homogenizer; *High pressure disintegrator.

Tabulka 2. Vplyv koncentricie etanolu na zrazanie glukézaoxidazy z extraktu mycélia Asper-
gillus niger pri teplote 15 °C a pH 6
Table 2. Influence of etanol concentration on glucose oxidase precipitation from Aspergillus
niger mycelium extract at 15 °C and pH 6

Objemovy Alktivita Obsah Specificka e o
pomer glu'k(’)za: proteinov? fx)ktivita4 Purlflkainy i Vytoa Zok?
extrakt: etanol' [ ?(mtdangli‘] [mg.ml] | [ukat.mg!] faktor’ [%]
pkat .
10:12 3.37 2,75 1,23 4.87 44,0
10:13 5,85 4,13 1,25 5,64 76,0
10: 14 7,14 5,04 1,41 5,63 93,3
10:15 6,83 5,19 1,33 5,30 89,3
10:16 6,75 5,21 1,29 5,15 88,1
10z 17 6,87 5.54 1,24 4,93 89,8

'Wolume ratio extract : ethanol; 2Glucose oxidase activity; *Protein content; *Specific activity;
SPurification factor; °Yield.

Vplyv teploty na acinnost zrazania glukozaoxidazy etanolom sa testoval
v rozmedzi teplot 5-20 °C. Vysledky pokusov su v tabulke 3. Teplota vplyva
na vytazok aj Specifickd aktivitu glukézaoxiddzy, pricom za najvyhodnejsiu
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Tabulka 3. Vplyv teploty na etanolové zrazanie glukézaoxiddazy z extraktu mycclia Aspergillus
niger pri objemovom pomere extrakt : etanol (10 : 15) a pH 6
Table 3. Temperature effect on ethanol precipitation of glucose oxidase from Asperg/ilis niger
mycelium extract at volume ratio extract : ethanol (10 : 15) and pH 6

Aktivita Obsah Specificka B
Teplota glu'k(’)za: proteinov? aktivita® Purifikacny \,v"t'“(;‘/’]‘"“"
[l oxidazy~ [mg . ml] [ukat . mg] faktor? [%]
[pkat . ml™] :

5 5.45 4,70 114 4,07 26 |
10 5,76 5,06 1.14 4,00 86.7 ;
15 5.99 4,47 1,34 4,62 900 |
20 5,72 4,70 123 427 861 |

Temperature. For 2-6 see Table 2.

Tubulka 4. Vplyv pH na zrdzanie glukozaoxidazy z extraktu mycélia Aspergillus niger pri ob-

jemovom pomere extrakt : etanol (10 : 14) a teplote 15 °C

Table 4. Influence of pH value on glucose oxidase precipitation from Aspergillus niger myce-
lium extract at volume ratio extract : ethanol (10 : 14) and temperature 15 °C

Akti}/ita Obsah Specificka }
pH glukoza. proteinov?® aktivita® Purifikacny | Vytaznost®
: Ex:daZ}Jl- ] [mg . ml-!] [ukat . mg™!] faktor® (%]
pkat . ml'] . '
3.5 0 = - 0 0
42 0 = - 0 0
5,0 4.88 4,74 1.03 4,09 72,8
5,9 6,25 491 1,27 5,05 93.4
7.0 5,96 4.74 1.26 4,99 89.1

“or 2-6 see Table 2.,

sme povazovali 15 °C. S klesajucou teplotu umerne klesal aj vytazok glukoza-
xidazy, ¢o je v sulade s teoretickymi predpokladmi, Ze pri vyssich teplotach
iochddza k silnejsej desolvatdcii hydrofilnych skupin proteinov a proteiny
1 to lahsie precipitujua. Pri teplote vySSej ako 20 °C dochéadza pravdepodobne
< ClastoCnej denaturdcii enzymu.

Vplyv pH na precipitaciu glukozaoxiddzy etanolom sa sledoval v rczmedzi
2.5-7,0. Pri vybere testovanych hodnét pH sa vychddzalo z teoretického
nredpokladu, Ze etanolova precipitacia dosahuje najvyssi Gcinok pri hodnote
nH blizkej izoelektrickému bodu, ktory je pre glukozaoxidazu pri pH 4.2,
+ zo skutocnosti, ze pH neupraveného extraktu bolo 5,9. Z vysledkov uvede-
nvch v tabulke 4 vidiet, Ze pH silne vplyva na etanolovu precipitdciu. Po jeho
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uprave na hodnoty 3,5 a 4,2 nastala uplna denaturdcia proteinu, najvyssi vy-
tazok aj purifikacny faktor sa dosiahli v extrakte bez tpravy pH.

Z vysledkov vyplyva, ze etanolova precipitacia je vhodna na izolaciu gluko-
zaoxidazy z extraktu mycélia Aspergillus niger. Za optimalnych podmienok
(koncentrécia etanolu 56 % obj., teplota 15 °C a pH 6) sa ziskalo asi 93 % po-
vodnej aktivity a Specifickd aktivita sa zvysila viac ako patkrat.

Purifikdcia glukozaoxiddzy. Preparat ziskany etanolovou precipitaciou ma
pomerne nizku $pecifickd aktivitu glukézaoxidazy a obsahuje vysoké mnoz-
stvo katalazy (desatnasobne vys$Sia aktivita v porovnani s glukézaoxidazou).
Na zaklade rozdielnych molekulovych vlastnosti glukézaoxidazy a katalazy
sme testovali tri sposoby purifikdcie: gélova chromatografiu na Sephadexe
G-200, ionexovu chromatografiu na DEAE-Spherone a iénova hydrofébnu
chromatografiu na Amberlite CG-50.

Gélova chromatografia vyuziva ako deliaci materidl porovité gély, kto-
rymi sa latky delia podla velkosti molekul. Velké molekuly nemdzu pre-
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Obr. 1. Purifikacia gluk6zaoxidazy z ctanolového precipitatu mycelidlneho extraktu Aspergillus ni-
ger gélovou chromatografiou. — - — aktivita glukézaoxiddzy (GOD), —.—.~. aktivita kataldzy
(KAT), obsah proteinov (A,). Podmienky separacie: pouzity gél — Sephadex G-200, ko-
16na — sklend, 30 X 3 cm, naplnend ionexom do vysky 28 cm. koldna premyta 0,015 mol . I fos-
fatovym timivym roztokom pH 6.6; objem vzorky 10 ml; elicia — 0,015 mol . m™! fosfatovym timi-
vym roztokom pH 6.0; objem frakcii 5 ml; prietok 0,4 ml . min™".
Fig. 1. Purification of glucose oxidase from ethanol precipitate of Aspergillus niger myce‘lial ex-
tract by gel chromatography. ——— glucose oxidase activity (GOD), —.—.—. catalase activity
(KAT), protein content (A, ). Separation conditions: gel — Sephadex G-200; column -
alass. 30 O 3 cm, filled with ionex to 28 cm, column washed by 0.015 mol . I"! phosphate buffer so-
lution pH 6.0; sample volume 10 ml: elution —0.015 mol . I"' by phosphate buffer solution pH 6.0:
volume of fractions 5 ml; flow 0.4 ml . min™'.
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nikat do vnutra castic gélu a vychadzajui z kolény skér ako mensie mole-
kuly, ktoré vnikaju do pérov a pohybuji sa pomalSie. Pretoze molekulo-
va hmotnost gluk6zaoxidazy je 160 000 a kataldzy viac ako 300 000, katalaza
eluuje z kolony prva. Priebeh gélovej chromatografie preparatu glukézaoxi-
déazy ziskaného etanolovou precipitdciou je na obrazku 1, z ktorého je zrej-
mé, Ze kataldza eluuje z kolony ako prva, ale jej Cast (asi 20 %) vyteka z kol6-
ny spolu s glukézaoxidazou. Gélova filtracia na Sephadexe G-200 je vhodna
na oddelenie Casti katalazy od gluk6zaoxidazy, ale uplné oddelenie tychto en-
zymov sa nedosiahlo. Aby sa kataldza dplne odstranila, bolo by vhodnejsie
pouzit gél, ktory deli proteiny s vySSou molekulovou hmotnostou. Nevyho-
dou gélu je jeho nizka kapacita a mald mechanicka pevnost.

Ionexova chromatografia vyuZiva na separaciu glukézaoxidazy a kataldzy
rozdiel v hodnotdch ich izoelektrickych bodov. Izoelektricky bod (pl) gluko-
zaoxidazy je pri hodnote pH 4,2, katalazy pri hodnote pH 6,5. Obrazok 2 zna-
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Obr. 2. Purifikdcia glukézaoxidazy z etanolového precipitatu mycelidlneho extraktu Aspergillus
niger ionexovou chromatografiou. — — — aktivita glukézaoxidazy (GOD), —.—.—. aktivita katalazy
(KAT), obsah proteinov (A, ). Podmienky separacie: pouzity ionex — DEAE-Spheron;
koléna — sklend, 20 X 2 c¢m, naplnena do vysky 18 cm: prietok 0,8 ml . min~'; koléna v OH™ cykle
premytd 0,01 mol . I"! fosfatovym tlmivym roztokom pH 7.5; elicia — 0,01 mol . I"! fosfatovym
tiImivym roztokom pH 7.5, 0,2 mol . I"! fosfatovym tlmivym roztokom pH 5.5, 0,2 mol . I"! fosfa-
tovym timivym roztokom pH 5,5 + 1 mol . I"! NaCl; objem vzorky 10 ml; objem frakcii 5 ml.
Fig. 2. Purification of glucose oxidase from ethanol preparative of Aspergillus niger mycelial ex-
tract by ionex chromatography. — — — glucose oxidase activity (GOD), —.—.—. catalase activity
(KAT), protein content (A, ). Separation conditions: ionex — DEAE-Spheron; column —
glass 20 X 2 cm, filled to 18 cm: flow 0.8 ml . min~'; column in OH~ cycle was washed by 0.01 mol . I”!
bv phosphate buffer solution pH 7.5, 0.2 mol . I'! by phosphate buffer solution pH 7.5, 0.2 mol . I"!
by phosphate buffer solution pH 5.5, 0.2 mol . I'' by phosphate buffer solution pH 5.5 + 1 mol . I'!
NaCl; sample volume 10 ml; volume of fractions 5 ml.
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zornuje priebeh ionexovej chromatografie na DEAE-Spherone. Nanesenim
prepardtu glukézaoxiddzy na kolonu DEAE-Spheronom ekvilibrovani
na pH 7,5 a jej premyvanim 0,01 mo! . I'! fosfatovym tlmivym roztokom
pH 7,5 dosiahneme, Ze cba enzymy sa na ionex naviazu. Premyvanim kolony
0,2 mol . I} timivym roztokom pH 5,5 sa dosiahlo uvolnenie asi 80 % katalazy
pbévodne pritomnej vo vzorke, pretoze zmenou naboja kataldzy na kladny sa.
rusi jej vizba na anex. Glukézaoxiddza je naviazana na anex, ale sila vazby
sa vzhladom na zmenu pH z hodnoty 7,5 na 5,5 zmensuje a tym sa da vysvetlit
elticia malého mnozstva glukézaoxidazy vo frakcidch kataldzy. Na eliciu glu-
kézaoxidazy z anexu sa pouzil gradient i6novej sily. Ionexova chromatografia
na DEAE-Spherone je vhodna na separdciu gluk6zaoxidazy a katalazy, po-
uzity ionex md vysSiu kapacitu a vySSiu mechanicka pevnost v porovnani so
Sephadexom G-200.
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Obr. 3. Purifikacia glukdzaoxidazy z etanolového precipitatu mycelidlneho extraktu Aspergillus
niger hydrofébnou iénovou chromatografiou. — — — aktivita glukézaoxidazy (GOD), —.—.—. akti-
vita katalazy (KAT), obsah proteinov (A, ,. Podmienky separdcie: pouzity gél — Amberlit
CG-50; kol6na — sklend, 20 X 2 cm. naplnend do vysky 18 ecm; prietok 0,6 ml . min™!; kol6na pre-
myta 0,2 mol . I"! acetatovym timivym roztokom pH 4.,4; objem vzorky 20 ml; objem frakcii 5 ml;
elicia — linedrny gradient 0,2 mol . I! acetatovy timivy roztok pH 4,4 + 0,5 mol . I"! acetatovy
tlmivy roztok pH 5.5.
Fig. 3. Purification of glucose oxidase from ethanol preparative of Aspergillus niger mycelial ex-
tract by ionic hydrophobic chromatography. — — — glucose oxidase activity (GOD), —.—.—. catalase
activity (KAT), protein content (A, ). Separation conditions: Gel - Amberlit CG-50; co-
lumn glass, 20 X 2 cm, filled to 18 cm; flow 0.6 ml . min~!; column was washed with 0.2 mol . I'!
acetate buffer solution pH 4.4; sample volume 20 ml; volume of fractions 5 ml; elution — linear
gradient 0.2 mol . I! by acetace buffer solution pH 4.4 + 0,5 mol . I"! by acetace buffer solution pH
5i5
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Hydrofébnou iénovou chromatografiou na Amberlite CG-50 sa separuje
zlukézaoxidaza od kataldzy aj na zaklade rozdielnych hodnot izoelektrickych
~odov [17], ale v porovnani s predchddzajicou metédou interakcia ionex—en-
zvym mad iny charakter. Amberlit CG-50 md na hydrofébnej matrici naviazané
<arboxylové skupiny a ekvilibraciou kolény fosfatovym tlmivym roztokom na
nH 4,4 sa kyslé skupiny protonizuji. Glukézaoxiddza ma pri tejto hodnote
oH velmi nizky elektricky ndboj a nadvizuje hydrofébne interakcie s ma-
ricou zivice. ZvySovanim pH kysié skupiny ionexu disociuji, zvySuje sa
zaporny naboj molekuly gluk6zaoxidazy a dochéddza k elektrostatickému od-
nudzovaniu zdpornych skupin Zivice a glukézaoxiddzy, ktord sa postupne
avolnuje. Kataldza, ktord sa viaze ionovou vizbou (pI = 6,5), ostava navia-
zand na ionexe a k jej elticii dochddza az dalsim zvy$enim pH roztoku. Prie-
eh separacie znazormniuje obrazok 3. Hydrofébna iénova chromatografia na
Amberlite CG-50 sa ukdzala z hiadiska separdcie glukézaoxiddzy a katalazy
z odskusanych metodik ako najvhodnejsia.

Biochemickd charakterizdcia. Pri purifikovanom enzyme sa dalej zistovali
zdkladné biochemické charakteristiky: substratova Specifita, vplyv pH, teplo-
tv. etanolu a NaCl na rychlost oxidacie glukdzy. Vyber tychto parametrov bol
podriadeny pldnovanému potravinarskemu a analytickému vyuzitiu ziskanych
prepardtov. V experimentoch, v ktorych sa porovnavala rychlost oxidacie
D-glukdzy, D-manézy, D-galaktozy a D-xyldzy sa zistilo, Ze vSetky tieto sa-
charidy glukdzaoxiddza oxidovala. Vysledky potvrdili literarne udaje [9],
rvchlost oxidédcie mandzy bola asi 1 % rychlosti reakcie pre glukdzu a v pripa-
e D-galakt6zy a D-xylézy bola rychlost ich oxidacie pod 1 % rychlosti oxida-
cie D-glukozy.

Vplyv teploty na rychlost oxidacie glukézy glukdzaoxiddzou sa skumal
v rozmedzi 15-60 °C. Do 40 °C sa s rasticou teplotou zvysovala aj rychlost re-
akcie. Pri teplote 40 °C uz dochadza k dvom konkurenénym javom: k zvyso-
vaniu rychlosti vplyvom rastice] teploty a k tepelnej inaktivacii enzymu. Po
stom ¢ase sa inaktivacia enzymu prejavuje postupnym spomalovanim reak-
cie, ktoré je tym zjavnejsie, ¢im je vysSia reak¢nd teplota. Celkove moZno
zhrnut, Ze teplotné optimum pre katalytickd ¢innost glukézaoxidazy, ktora
sme ziskali, je okolo 40 °C.

Vplyv pH na rychlost oxidacie glukézy sa skiimal v rozmedzi hodnot 2-8.
Vysledky st na obrazku 4. Vyrazné optimum glukézaoxidazy je pri pH 5,5—
3.6, ¢o je v sulade s idajmi v literatare [19].

Dalej sa testoval u¢inok NaCl a etanolu na oxidéciu glukézy. T4to charak-
terizdcia enzymu je vyznamna, pretoze gluk6zaoxidaza sa pouziva v ndapojo-
vom priemysle na deoxygendciu alkoholickych ndpojov a na ochranu tukov
2 réznych udendrskych vyrobkov, kde sa spominané latky vyskytuji vo
vys$Sich koncentracidch. Z vysledkov vyplynulo, Ze glukézaoxiddza sa mdze
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aplikovat aj do ndpojov s pomerne vysokym obsahom alkoholu, pretoze tento
pri koncentracii 20 % obj. znizil rychlost oxidacie gluk6zy na 50 % a pri obsa-
hu alkoholu 10 % obj. klesla rychlost oxidacie na 75 % po6vodnej rychlosti.
Pridavkom chloridu sodného do reakéného média s vyslednou koncentraciou
4,6 resp. 0,6 mol . I"! sa reakcia znizila o 70, resp. 35 %.

T T T T T T

Yoop 168mot. 1 ")

Obr. 4. Zavislost glukdzaoxidazovej reakcie od pH prostredia pri roznych hladinach kyslika. Ex-
perimentélne podmienky: Mcllvaine tlmivé roztoky pH 2-8, koncentrécia kyslika

(v 1023 mol . I'") : 0.1 (1), 0,4 (2), 0,6 (3).
Fig. 4. Dependence of glucose oxidase reaction on pH values of media at various oxygen levels.
Experimental conditions: Mcllvaine buffer solution pH 2-8, oxygen concentration

(in 103 mol I) : 0.1 (1), 0.4 (2), 0.6 (3).

Z uvedenych nameranych biochemickych charakteristik vyplyva, Ze ziska-
ny enzymovy preparat je vyhodny na pouzitie v potravinarstve i analytike.
Vysledky testovania tohto preparatu v potravinarstve uvadza dalSia praca [25]
a poznatky o analytickom vyuziti glukézaoxidazy z Aspergillus niger zhfhaja
Stredansky a kol. [26].
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M3oaauua 1 GHOXHMHYECKAS XapaKTePHCTHKA INIFOKO30KCHAA3bl u3 Aspergillus niger
IS MHIIEBOTO H AHATHTHYECKOTO HCNOIb30BAHNSA

Pezowme

PaboTa perraeT mpo6sieMbl M30JIALMA TITFOKO30KCHAasbl U3 Mutesus Aspergillus niger moc-
-2 IIOKOHOBOM pepMenTaryy. CaMbIM IMOAXOAILIMM METOAOM /JIA U3MeJbYeHNA MULe-
Tt ABJIAETCA TOMOTEHM3aLMs M0J BBICOKMM JaBJIeHMeM ¥ ApobJieHre Ha AMCKOBOM KO-
~VHIOBOM Ae3MHTerparope. [lad M30IA1MA TII0KO30KCHa3bl U3 [T0JTyYeHHOTO 9KCTPaKTa
=3TOPbI IIPMMEHMIIV STaHOJIOBOEe ocaakoobpasosanue rpu ycaosuax 15 °C, pH 6 u 56 %
“SBpema 9TaHoJa. B gasblieM aBTOPbI CPABHUIIM TPY CITOCOOBI OYMCTKM TOJICTOTO IIperapa-
-z CaMble XOPOILIME Pe3yJIbTAThI MOJIYYMIN IIPY MUCIIOJIB30BaHMM MOHOBOM rAPOod o6HOI
<pomaTtorpacyu Ha Amberlit CG-50.

VY moJiy4eHHOro IIperapara aBTOPbI XapaKTepu3oBasay onTtuManbHoe pH, Temmeparypy,
- e UYHOCTD AEVICTBUA cybeTpaTa U YyBCTBUTENILHOCTE Ha BmAHMe staHona u NaCl.
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Isolation and biochemical characterization of glucese oxidase from Aspergillus niger
for food and analytical utilization

Summary

Isolation of glucose oxidase from the mycelium of Aspergillus niger after a gluconic acid
fermentation was studied. Four methods of disruption of the mycelium were cempared. High
pressure homogenization and disruption in a corund disk disintegrator seemed suitable. Cellular
extract was precipitated with ethanol. Optimalized conditions for precipitation are 15 °C, pH 6,
56 vol. % of ethanol. Three methods of purification of the obtained precipitate were compared in
the next. The best results were achieved with hydrophobic-ionic chromatography on Amberlite
CG-50. The obtained substrate was characterised with respect to optimal pH value, temperature.
substrate specificity, as well as sensitivity to ethanol and NaCl.
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