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KARAKTERIZACIJA | PRIMENA
AMILOGLUKOZIDAZE IMOBILIZOVANE NA
MAKROPOROZNOM POLI(GMA-co-EGDMA)
U SIMULIRANIM INDUSTRIJSKIM USLOVIMA

U okviru ovoga rada prikazani su rezultati dobijeni izu¢avanjem termostabilnos-
ti dva kovalentna imobilizata amiloglukozidaze na makroporoznom poli(GMA-
co—EGDMA), kao i njihova primena za hidrolizu skroba pri simuliranim
industrijskim uslovima. U svim eksperimentima sa reaktorima, bilo Sarznim, bilo
da se radi o reaktoru sa napakovanim slojem kao supstrat koriséen je 20 %
(m/m) industrijski hidrolizat skroba. Oba imobilizata su pokazala povecanu ter-
mostabilnost u odnosu na rastvoreni enzim, ali je ona znac¢ajno veéa kod imo-
bilizata dobijenog perjodatnom metodom. Prilikom upotrebe u bac reaktoru
imobilizati su deset puta brZze dali krajnje DE vrednosti slicne onoj koju daje
rastvomni enzim. Koli¢ina i sastav Secera je po zavrsenoj hidrolizi analiziran i
HPLC-om. Odredena je operativna stabilnost perjodatno imobilizovane amilo-
glukozidaze u reaktoru sa napakovnim slojem i pri tome je konstatovano da

Amiloglukozidaza (AMG, glukoamilaza, E.C. 3.2.1.3)
hidrolizuje alfa glukozidnu vezu u skrobu i njegovim par-
cijalnim hidrolizatima. Enzim je u rastvornom obliku je-
dan od najkori§éenijin industrijskih enzima. Prvenstveno
se upotrebljava u industriji skroba, pri hidrolizi maltodek-
strina u sirupe koji sadrze glukozu i maltozu. Navedeni
sirupi imaju Siroku primenu u prehrambenoj industriji, a
njihova potroénja se iz godine u godinu uveéava. Siroka
primena AMG u prehrambenoj industriji je oteZzana viso-
kom cenom enzima. Enzim se ne moze lako odvoijiti od
proizvoda i nemoguce ga je koristiti viSe puta, a dolazi i
do zaprljanja proizvoda enzimom [1].

Imobilizacija enzima je danas uobiCajen prilaz za
dobijanju derivata enzima koji se moze Koristiti viSe puta.
Imobilizacija se generalno izvodi adsorpcijom ili kovalen-
tnim vezivanjem za C&vrsti nosaé, zarobljavanjem u poli-
mernim supstancijama kao Sto su poliakrilamid i
enkapsulacijom. Cesto, imobilizacija rezultuje poveéa-
nom stabilno$¢u enzima pri operativnim uslovima. Imo-
bilizacija takode dopusta upotrebu enzima u reaktorima
razli¢itog dizajna kao Sto su bac reaktor ili reaktor sa na-
pakovanim slojem. |z navedenih razloga dolazi do zna-
¢ajne ustede u kapitalnim i energetskim troSkovima kao i
do bolje logistike unutar samog procesa koji koristi imo-
bilizovane enzime [2]. Dodatno imobilizacija povecava
gistoéu finalnog proizvoda, smanjuje potrosnju samog
enzima kao i zapreminu suda u kome se odigrava en-
zimska reakcija.

Imobilizat se sastoji od aktivhog enzima i inertnog
nosac¢a. Komponenta koja znaéajno doprinosi osobina-
ma imobilizata je nosaé [3]. Nosa¢ bi morao biti netoksi-
¢an, sa velikom povrsinom koja je adekvatna za
odvijanje enzimske reakcije, tj. da obezbedi sto je mogu-
ée bolji difuzioni transport supstrata i proizvoda. Pobol;-
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imobilizat ne gubi aktivnost u trajanju od 28 dana.

Sanja koja su na polju imobilizacije postignuta posle-
dnjih godina delom imaju oslonac u razvoju nosaca za
imobilizaciju. Generalno se nosaci za imobilizaciju mogu
podeliti na porozne i neporozne. Neporozni nosaci imaju
jako sitne Cestice i veliku aktivnu povrdinu po masi nosa-
¢a. Kod ovakvih tipova nosaca difuzija supstrata i proi-
zvoda je jako olakSana zato Sto se enzim nalazi na
spoljagnjoj povrsini nosaca. Ogroman nedostatak ovoga
tipa nosaca je nemoguénost njihove primene u reaktori-
ma sa napakovanim slojem, kao i oteZanog odvajanja iz
reakcionin smesa. Ovi nedostaci proizilaze iz veliine
Cestica koje moraju biti jako sitne kako bi obezbedile sto
je mogucée veéu aktivnu povrsinu za imobilizaciju
enzima.

Drugi tip nosaca za imobilizaciju enzima ili mikro-
organizama su porozni neorganski i organski nosadi. Od
organskih nosaca narocito su pogodni makroporozni
kopolimeri. Ovaj tip nosaca ima veoma veliku aktivhu
povrsinu pogodnu za imobilizaciju enzima, kao i veli¢inu
pora koju je moguce ciljano varirati u toku same sinteze
nosaca [16]. Ovaj tip nosaca se najéesée dobija suspen-
zionom kopolimerizacijom izabranih monomera od kojih
bar jedan ima dve ili viSe funkcionalnih grupa. Danas su
dva najzastupljenija tipa makroporoznih nosaca nosaci
na bazi polistirena i oni koji u osnovi svoje strukture ima-
ju metakrilate. U posljednje vreme se kopolimeri na bazi
metakrilata, a narocito glicidiimetakrilata, sve ¢esée ko-
riste kao nosadi za imobilizaciju enzima zato sto su ot-
porni na mikrobiolosku razgradnju, a imaju i veoma
dobru hemijsku i mehani¢ku stabilnost [3-5]. Prednost
makroporoznih kopolimera na bazi glicidiimetakrilata u
odnosu na polistirenske nosace je povecana hidrofilnost
i postojanje epoksidne grupe koja je jako podesna za
naknadne modifikacije nosaca.

Velika praktiCha vaznost amiloglukozidaze oprav-
dava veliki broj radova koji za tematiku imaju njenu imo-
bilizaciju na raznim nosacima. Opisana je imobilizacija
amiloglukozidaze adsorpcijom na aktivhom uglju [6], za-
robljavanjem u gelovima [2,7-9], na jonoizmjenjivackim
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smolama [1], kao i kovalentnim vezivanjem za nosacé
[3,10]. Pokazano je da se imobilizacijom glukoamilaze
znacajno povecava hjena stabilnost [11,12], kao i da se
prelaskom sa rastvorne forme enzima na imobilizovanu
u procesu proizvodnje ukupni troskovi smanjuju za 33%
[13].

Kovalentna imobilizacija enzima dovodi do pove-
éane termostabilnosti, kao i da smanjenja denaturacije
tokom upotrebe. Kolika ¢e ova poboljsanja biti zavisi od
prirode enzima, vrste nosaca i metode imobilizacije [10].
U ranijim radovima je pokazano da se na kopolimeru gli-
cidil metakrilata i etilenglikoldimetakrilata — poli(GMA-
co-EGDMA) pomocéu glutaraldehida ili perjodatnom
metodom mozZe izvesti vrlo uspesna kovalentna imobili-
zacija invertaze i glukoamilaze [14,15]. U okviru ovoga
rada je ispitana moguénost primene veé opisanih kova-
lentnih imobilizata glukoamilaze u razli¢itim tipovima re-
aktora pri uslovima koji simuliraju one u industriji skroba.

EKSPERIMENTALNI DEO

Materijal i hemikalije

Industrijski preparat glukoamilaze (AMG 300L) je
dobijen od firme Mapol (VarSava). Liofilizovani enzim je
imao specificnu aktivhost od 134 U/mg proteina.

Glicidil metakrilat i etilenglikoldimetakrilat su proi-
zvodi firme Rohm (Darmstad).

Parcijalni hidrolizat skroba je dobijen od skrobare
Jabuka (pancevo). Nosi oznaku "Slado sirup" i predstav-
lia komercijalni proizvod.

Natrijum hidroksid koji je korid¢en za pripremu mo-
bilne faze pri HPLC analizi nastalih Secera je bio sa nis-
kim sadrzajem karbonata | proizvod je firme J.T
Deventer (Holandija).

Ostale koriséene supstancije su bile od firme
Merck (Nemacka).

Sinteza polimera

Makroporozni kopolimer je dobijen suspenzionom
kopolimerizacijom glicidiimetakrilata i etilenglikoldimeta-
krilata po proceduri koja je detaljno opisana u ranije pu-
blikovanom radu [16]. Zivin porozimetar, Model 2000
Carlo Erba je koriSéen za odredivanje parametara poro-
zne structure sintetizovanog kopolimera.

Aktivacija polimera

Polimer veli¢ine Cestica od 150-500 um je modifi-
kovan 1 M 1,2-diaminoetanom na 60°C 4 h na pH 10.
Nakon modifikacije polimer je ispran nekoliko puta vo-
dom i odredena mu je koncentracija amino grupa titraci-
jom 0,01 M HCIu 0,5 MKCI.

Imobilizacija enzima

Rastvor glukoamilaze, nakon aktivacije glutaralde-
hidom, je inkubiran sa aktiviranim poli(GMA-co-EG-
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DMA) po prethodno publikovanoj proceduri [17]. Drugi
kovalentni imobilizat je dobijen tako §to smo sam enzim
aktivirali oksidujuéi njegov uglieno hidratni deo natrijum-—
meta—perjodatom i tako aktivirarni enzim pomesali sa
aktiviranim poli(GMA-co-EGDMA), kao i u prethodnom
sluéaju. Detaljna procedura je objavljna ranije [15].

Merenje enzimske aktivhosti

Aktivnost rastvorne glukoamilaze je odredjivana ta-
ko Sto se u izabranim vremenskim intervalima uzima ali-
kvot iz reakcione smesSe i odreduje mu se sadrzaj
nastalih redukujuéih Secera dinitrosalicilatnom metodom
[18]. Enzimska reakcija se odvijala ha 60°C u 1% (M)
rastvora skroba na pH 4,5.

Odredivanje aktivnosti imobilizovanih preparata
glukoamilaze, kako glutaraldehidnog tako i onog dobije-
nog perjodatnom metodom, je uradeno merenjem 25
mg odredjenog imobilizata koji se doda u 25 mL 4%
(m/v) rastvora skroba u 50 mM acetathom puferu pH
4,5, Reakcija se odvija pri konstantnom mesanju i nakon
odredenog intervala se uzimaju alikvoti za odredivanje
nastalih redukujuéih Seéera. Nastali redukujuci Seceri su
odredjivani kao i u slucaju rastvornog enzima.

Jedna jedinica glukoamilaze je ona koli¢ina enzi-
ma koja oslobodi 1 umol redukujuéih Secera, obraduna-
tih na glukozu, iz skroba za 1 minut na pH 4,5 i 60°C.

Odredivanje termostabilnosti

Brzina inaktivacije rastvornog enzima i imobilizova-
nih preparata je ispitivana u 50 mM natrijum acetatnom
puferu pH 4,5 na 60°C. U odredenim vremenskim inter-
valima uzimani su alikvoti i u njima je odredivana zaosta-
la enzimska aktivhost.

Hidroliza skroba u $arznom reaktooru

Hidroliza skroba je uradena inkubiranjem 10 mL
20% (m/m) rastvora hidrolizata skroba u 50 mM aceta-
tnom puferu pH 4,5 i 1 mg rastvorne glukoamilaze na
40°C pri konstanthom mesanju. Kada se radi o imobili-
zovanim preparatima glukoamilaze eksperiment je ura-
djen pri istim uslovima kao i prethodni samo §to je
dodavano 0,3 g vlaznog imobilizata. U oba slucaja ali-
kvoti od 10 pL su uzimani u odredenim vremenskim in-
tervalima za odredivanje redukujuéih Secéera. Po
zavrsetku reakcije uzeti su i uzorci kojima je pored redu-
kujucih Secera uradena i analiza saharidnog sastava po-
moéu HPLC.

Odredivanje operativne stabilnosti u reaktoru
sa hapakovanim slojem

Eksperimenti su uradeni u termostatiranoj stakle-
noj koloni zapremine 10 mL. U kolonu se uvodi 20%
(m/m) hidrolizat skroba pri konstantnom protoku od 8
bV/h (bed volume/hours) na 40°C. Na dnevnoj bazi, u
trajanju od 28 dana, se uzmaju alikvoti po prolasku sup-
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strata kroz kolonu i odredjivan je sadrzaj redukujucih
Selera.

Analiza saharidnog sastava reakcione smese
pomocu HPLC

Kada se dostigne plato u hidrolizi skrobnog hidroli-
zata uzimani se uzorci za HPLC analizu tako Sto se po-
Cetna reakciona smesa razblazi 7500 puta vodom i
analizira. Koris¢en je Waters Breeze hromatografski sis-
tem (Waters, Milford, MA, USA) koji sadrzi binarni sistem
pumpi, termostatirani odeljak za kolonu i elektrohemijski
detektor (Waters, Milford, MA, USA). Razdvajanje Secera
je uradeno na koloni CarboPac PA 1 (Dionex, Sunnyva-
le, CA, USA) 250x4 mm sa odgovaraju¢om predkolo-
nom. Sederi su eluirani 200 mM rastvorom NaOH u
trajanju od 20 minuta pri protoku od 1,0 mL/min i kon-
stantnoj temperaturi od 30°C.

REZULTATI | DISKUSIJA

Za imobilizaciju amiloglukozidaze smo koristili Ces-
tice makroporoznog poli(GMA-co-EGDMA) od 150-500
um. Korig¢eni makroporozni kopolimer nosi oznaku SGE
10/12 i ima srednji preénik pora od 53 nm i specifi¢nu
povrsinu od 50 mz/g. Nakon postupka aktivacije polimer
je imao koncentraciju amino grupa od 1,2 mmol/g suvog
polimera. Na polimer sa navedenim karakteristikama je
imobilizovana amiloglukozidaza na dva razli¢ita nacina
po procedurama koje su objavljene ranije [15,16]. Ka-
rakteristike imobilizata i rastvorne glukoamilaze koje
smo koristili u ovom radu su prikazane u tabeli 1.

Tabela 1. Karakteristike rastvorne i dva preparata imobilizova-
ne amiloglukozidaze

Table 1. Properties of the soluble and two forms of immobili-
zed amyloglucosidase

Speci- . Tempe-
Amilogluko-| ficna Vezalnll Km raturni pl—!
. . proteini o . opti-
zidaza |aktivhost (ma/g) (%) optlomum mum
(V/g) O
Rastvorna - - 0,22 65 4.5
Glutaral-
dehidni 750 35 1,28 70 4,5
imobilizat
Perjodatni | 444, o7 1,22 70 45
imobilizat

Iz tabele 1 se vidi da su dva kovalentna imobilizata
amiloglukozidaze imala veée vrednosti za Km (Micha-
elis—-Menten—ova konstanta), kao i temperaturne optimu-
me od rastvornog enzima dok je pH optimum po
imobilizaciji ostao nepromenijen. Imobilizat koji je dobi-
jen nakon imobilizacije perjodatno oksidovane amiloglu-
kozidaze pokazao je vecu specifi¢nu aktivhost od onoga
koji je dobijen imobilizacijom preko glutaraldehida, sto
je i potvrdeno veéom koli¢inom vezanih proteina.
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Slika 1. Zavisnost zaostale aktivnosti rastvorne i dve forme imobi-
lizovane glukoamilaze od vremena inkubacije na 60°C, 50 mM
actetatni pufer pH 4,5. a — imobilizat dobijen perjodatnom meto-
dom, m — imobilizat dobijen glutaraldehidnom metodom, o — ras-
tvorna amiloglukozidaza

Figure 1. The dependance of residual activity on the time of incu-
bation at 60°C, 50 mM acetate buffer pH 4.5. a — periodate im-
mobilization, m — glutaraldehyde immobilization, o — soluble
amyloglucosidase

Termostabilnost slobodne i dve forme imobilizovane
amiloglukozidaze

Imobilizatima sa karakteristikama koje su navede-
ne u tabeli 1 odredena je termostabilnost i uporedena sa
rastvornim enzimom. Odredena promena relativne aktiv-
nosti sa vremenom inkubacije, odnosno kinetika inakti-
vacije imobilizata kao i rastvornog enzima je prikazana
naslici 1.

U odsustvu supstrata proces inaktivacije svih obli-
ka enzima je relativno brz ali je ipak inaktivacija rastvor-
nog enzima brza nego imobilizovanih formi. Da bi
uporedili brzine inaktivacije, sa grafika prikazanog na sli-
ci 1 oditana su vremena potrebna da odredeni enzim
izgubi 50% polazne aktivnosti. Te vrednosti su za ras-
tvornu amiloglukozidazu 125 min, dok su za imobilizate
167 za glutaraldehidni, odnosno 250 minuta za perjoda-
tni imobilizat. Podaci koji su dobijeni za rastvorni enzim
su u skladu sa podacima koji su prijavljeni ranije [2,19],
ali su u odnosu na pomenute autore dobijene znacajno
vece stabilnosti za imobilizovane oblike amiloglukozida-
ze. Termostabilnost se veoma &esto povecava kod kova-
lentnih imobilizata zato Sto je enzim zastiéen od
denaturacije nastankom hemijske veze izmedju enzima i
nosaca [20]. Stabilnost glutaraldehidnog preparata je
dosta manja od one koju pokazuje perjodatni imobilizat.
Povecana termostabilnost perjodatno oksidovane forme
enzima je prijavljena u literaturi za invertazu [21]. Razlog
za ovakvu razliku u termostabilnosti se verovatno nalazi
u tome Sto pri oksidaciji perjodatom dolazi do dodatnog
umrezavnja enzima sto dovodi do njegove bolje stabili-
zacije.
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Slika 2. Kinetika hidrolize 20% (m/m) hidrolizata skroba rastvor-
nom amiloglukozidazom na 40°C

Figure 2. Time course of 20% (w/w) starch hydrolisate hydrolysis
with soluble amyloglucosidase at 40°C

Hidroliza skroba rastvornom i imobilizovanim
amiloglukozidazama u $arznom reaktoru

Hidroliza skroba do glukoze amiloglukozidazom
kao i imobilizovanim preparatima je proucavana pod
uslovima koji su sliéni onima na velikoj skali u industriji
[21]. Promena DE-vrednosti sa vremenom, odnosno ki-
netika hidrolize skrobnog supstrata rastvornom amilo-
glukozidazom je prikazana na slici 2. DE-vrednost je
dekstrozni ekvivalent, koji predstavlja meru redukujuée
sposobnosti rastvora saharida obradunate na distu glu-
kozu. Skrob ima DE=0, a rastvor &iste glukoze DE=100.

Sa grafika se moze uocCiti da se plato u hidrolizi
postize nakon nekih 50-tak sati dajuéi DE vrednost od
98,5 sto je u skladu sa kinetikom hidrolize u industriji
[28]. Pri istim uslovima izuéena je i kinetika hidrolize
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Slika 3. Kinetika hidrolize 20% (m/m) hidrolizata skroba imobiliza-
tom amiloglukozidaze dobijenim glutaraldehidnom metodom na
40°C
Figure 3. Time course of 20% (w/w) starch hydrolisate hydrolysis
with glutaraldehyde immobilized amyloglucosidase at 40°C
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Slika 4. Kinetika hidrolize 20% (m/m) hidrolizata skroba imobiliza-
tom amiloglukozidaze dobijenim perjodatnom metodom na 40°C
Figure 4. Time course of 20% (w/w) starch hydrolisate hydrolysis
with periodate immobilized amyloglucosidase at 40°C

skroba imobilizovanim enzimima i dobijeni rezultati su
prikazani na slikama 3 i 4.

Sa slika 3 i 4 se moze zakljuciti da je promena DE-
vrednosti sa vremenom pri hidrolizi delimi¢no razgrade-
nog skroba imobilizovanim enzimima jako sli¢ne i da se
dobijaju finalne DE vrednosti od 97,5 za glutaraldehidni
imobilizat i 98,6 za imobilizat dobijen perjodatnom meto-
dom. Iz navedenog se vidi da se sa perjodatnim imobili-
zatom dobija za 1% veéa DE-vrednost nego kada se
koristi imobilizat glukoamilaze koji je dobijen imobilizaci-
jom pomodu glutaraldehida, kao i da su obe DE-vre-
dnosti bliske onim koje se dobijaju pri kori¢enju
rastvornog enzima [23].

Operativna stabilnost

Za ovaj eksperiment koris¢en je imobilizat dobijen
perjodatnom metodom. Odabran je ovaj imoblizat zato
sto je imao veéu specifi¢nu aktivnost, bolju konverziju
(daje vecu finalnu DE vrednost) i pokazao je veCu ter-
mostabilnost. Operativna stabilnost je odredivana pod
uslovima opisanim u eksperimentalnom delu rada. Dobi-
jeni rezultati su prikazani na slic i 5 u obliku zavisnosti
prirodnog logaritma DE-vrednosti od vremena upotrebe
imobilizata.

Rezultati prikazani na slici 5 ukazuju da koriSéeni
imobilizat ne pokazuje gubitak aktivnosti u navedenim
uslovima primene u toku 28 dana. Uslovi pod kojima je
hidroliza izvedena dobro simuliraju one u industriji.
Odredena operativna stilnost koriSéenog imobilizata u
okviru ovoga rada je mnogo bolja od odgovarajucih vre-
dnosti koje su navodene u do sada publikovanim radovi-
ma [24-26].

Rezultati analize hidrolizata skroba HPLC metodom

Karakterizaciju imobilizata smo uradili i HPLC ana-
lizom Secera nakon hidrolize polaznog supstrata rastvor-
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Slika 5. Operativna stabilnost imobilizovane amiloglukozidaze u
reaktoru sa napakovanim slojem

Figure 5. Operational stability of immobilizad amyloglucosidase
in a packed bed reactor

Tabela 2. HPLC analiza Se¢era nakon hidrolize rastvornom i
imoblizovanim oblicima amiloglukozidaze

Table 2. Sugars HPLC analysis after hydrolysis with soluble
and two forms of immobilizad amyloglucosidase

Sadrzaj Sadrzaj |Ostali di-i
Oznaka uzorka | maltoze glukoze | trisaharidi | DE
% (m/m) | % (m/m) | % (m/m)
Pocetni 26,87 72,23 0,9 6315
uzorak
Rastvorni 1,9 98,05 - 98,5
enzim
Qlutqrgldehldnl 3.1 96,9 _ 97.3
imobilizat
Perjodatni 28 97,1 - 98,6
imobilizat

nim i imobilizovanim glukoamilazama. Sumarno su re-
zultati dati u tabeli 2.

Iz tabele 2 se vidi da nakon hidrolize polaznog
supstrata rastvorni enzim daje u proizvodu hidrolize naj-
vedi sadrzaj glukoze, dok je imobilizat dobijen imobiliza-
cijom glukoamilaze perjodatnom metodom nesto bolji
od onoga koji je dobijen imobilizacijom sa glutaral-
dehidom.

ZAKLJUCAK

U radu je pokazano da se imobilizacijom gluko-
amilaze pomocdu glutaraldehida i perjodatnom metodom
na makroporoznom poli(GMA-co-EGDMA) dobijaju
imobilizati sa poveéanom termostabilno$¢u u odnosu na
rastvorni enzim. Perjodatni imobilizat amiloglukozidaze
je pokazao dva puta vec¢u termostabilnost u odnosu na
rastvorni enzim i nesto bolje karakteristike u bac reakto-

ru od glutaraldehidnog imobilizata. Imobilizati amiloglu-
kozidaze na poli(GMA-co—-EGDMA) su tokom upotrebe
pokazali dobre kako mehani¢ke tako i hemijske osobine
i pri primeni u reaktoru sa napakovnim slojem u traja-
nju od 28 dana imobilizat nije pokazao promenu ak-
tivnosti.

Dobra svojstva amiloglukozidaze imobilizovane
perjodatnom metodom na makroporoznom kopolimeru
poli (GMA-co-EGDMA)) ukazuju na mogucénost primene
ovog imobilizata u industrijskoj proizvodnji glukoze iz
skroba.
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SUMMARY

CHARACTERIZATION OF AMYLOGLUCOSIDASE IMMOBILIZED ON THE COPOLYMER OF ETHYLENE
GLYCOL DIMETHACRYLATE AND GLYCIDYL METHACRYLATE IN SIMULATED INDUSTRIAL CONDITIONS

(Scientific paper)
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The application of amyloglucosidase immobilized on the macroporous co- Key words: Glucoamylase
polymer of ethylene glycol dimethacrylate and glycidyl methacrylate (poly Enzyme reactor ¢ Periodate -
(GMA—-co-EGDMA)) in an enzyme reactor was shown. The higher thermosta- Poly (GMA-co-EGDMA) ¢ Immobili-
bility of immobilized glucoamylases than the soluble one was demonstrated. zation ¢ Stability *

Immobilized amyloglucosidase obtained by the periodate method shows two
times higher thermostability than the soluble form. Glucoamylases immobili-
zed on poly (GMA-co-EGDMA) have good mechanical and chemical features
in the reactor and when applied in a continuous flow reactor for 28 days no
changes are observed. In this period periodate immobilized amyloglucosida-
se shows no decrease in activity. It showed potential for the continuous pro-
duction of glucose from starch over a prolonged period of time.

Kljuéne reci. Glukoamilaza « En-
zimski reaktor ¢ Perjodat ¢ Poli
(GMA-co-EGDMA) ¢ Immobilizaci-
ja ¢ Stabilnost ¢

408



