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_(54) Zpiisob imobilizace a separace enzymi B

Vynalez se tyka zplisobu imobilizace a separace enzymi. .

Soutasna mikrobiologie a biochemie umoZiiuji ziskat enzymy pro riznorodé reakece, vyznamné i pro
nérodni hospodafstvi. Jejich roziifeni doposud brani velka cena a mala dostupnost n&kterych enzymd,
mala tepelna odolnost a nemoZnost opakovaného pouZiti. V poslednic_hiletech jsou tyto nedostatky dilem
odstraiiovany pouZitim tzv. imobilizovanych enzymi, tj. enzyml uméle svazanych s nerozpustnym nositem.
Takto upraven¢ enzymy jsou odoIn&jsi vii¢i vn&j$im podminkam, reakce je mo#né heterogenizovat, ptipadné
- enzym vydelit a opakované pouZit. Pfipravu ve vod& nerozpustnych, imobilizovanych enzymi Ize uskutegnit
n&kolika zpisoby (viz Kotyk A., Horék J.: Enzymova kinetika, Academia, Praha 1977). Lot

. iwz

Jednim z nich je adsorpce na inertnich nosigich, nebo iontoménitich. Tento zpiisob méa n&kolik nevyhod,
které ho znehodnocuji oproti jingm metodam imobilizace. Velké koncentrace soli i substratu enzym desor-
buji a je obtizné se vyhnout tiniku enzymu. .

- Uvedené nedostatky odstratfiuje zpisob imobilizace a separace enzymi podle vynalezu, jehoZ podstata
spociva v tom, Ze se enzym adsorbuje na pevny nosi¢ za ptitomnosti 10~3 a% 10~2 mol 1~ ! kationoidniho
ferl.zidu. :

Jako kationoidniho tenzidu je moZné s vyhodou pouZit N—(oz-k'arbethoxypentadecyl)-trimethylamonium—
bromid nebo cetyltrimethylamonjumbromid. . '

Na enzym se plisobi iontovym tenzidem, ktery ma povahu protiiontu, vznikne iontovy asociat enzym-
-tenzid, ktery se adsorbuje na pevny nerozpustny nosi¢. Imobilizaci je mo#né provadst také tak,%e se na
pevny nosié naadsorbuje tenzid, nade? se na ngj phsobi roztokem enzymu., '

Pti adsorpci iontovych sloudenin je rozhodujici jejich naboj a povrchovy naboj nosite. Anorganické
nosiée na bazi oxidu kiemititého, kyseliny k¥emidité, kfemigitant a aluminosilikat( jako jsou silikagel,:
kaolinit a podobn&, maji z&porny povrchovy naboj. Je-li pozadovéana adsorpce enzymu, ktery p¥i danych
podminkéch existuje v roztoku ve formé aniontu, je vhodné repulsi souhlasnych naboji adsorbentu a ad-
sorbétu odstranit pidavkem kationoidniho tenzidu. Tento zptisob adsorbee je velmi t&inny, P jeho aplikaci
je moZné pouZit viech b&Znych kationoidnich tenzidd, naptiklad cetyltrimethylamoniumbromidu, N-(a-kar-_
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bethoxypentadecyl)-trimethyl-amoniumbromidu (septonex) a podobné. Kombinaci nosicd fenzidd a volbou
pH je mo#né adsorpci enzymi vyrazné ovlivnit, coZ mi¥e mit v§znam pro separaci a izolaci enzymil. Vyhodou
zplsobu podle vynélezu je jednoduchost piipravy imobilizovanych enzymi, kterd se muZe uplatnit pfi
pripravé multienzymovych systémd. '

Zpisob imobilizace enzymi je blize objasn¥n v nasledujicih ptikladech.

Piiklad 1 TmeTT T omemm e T T

Imobilizace glukosooxidasy cetyltrimethylamoniumbromide'm (CTAB) na silikagel.
Glukosooxidasa je enzym katalyzujici oxidaci glukosy (A).

glukosooxidasa

ﬂ-D-glukosé. + O, p-glukono-d-lakton + H,0, (A)

Isoelektricky bod pI ma hodnotu 4,3 a pti pH 7 existuje enzym vyluéng ve formé aniontu. Z micelarniho
prostiedi cetyltrimethylamoniumbromidu je moZné jontovy asociat enzym/CTAB adsorbovat na silikagel.

Ke 4 g silikagelu bylo p¥idéno 20 ml roztoku enzymu (koncentrace 1,3 mg bilkoviny/ml, aktivita 20 LU. [mg
bilkoviny), 20 ml 10~ 2 mol 1~ * roztoku CTAB, resp. 20 ml vody. Oba vzorky byly po dobu 8 hodin promi-
chavany, pevna faze odd&lena centrifugovanim (0,5 hodiny pti 3000 ot. min ™~ 1) a v &irém roztoku bylo spektro-
fotometricky stanoveno mnoZstvi enzymu. Za pritomnosti CTAB probghla adsorpce z 83%, ve vodném
roztoki pouze ze 17 %, K enzymu, resp. iontovému asociatu enzym/tenzid adsorbovanym na silikagel bylo
pridano 600 ml vody, intenzivné hodinu michano a po sedimentaci byly suspenze dekantovany. K obéma
vzorkim imobilizovanych enzymi bylo pfidano 5 ml fosfatového Gistoje (pH 7,30) a 10 ml roztoku glukosy
(500 mg/100 ml). Po 1,5hodinovém michani pti 20 °C byly imobilizované enzymy oddleny centrifugovanim
a stanovena aktivita enzymu. Odd&lené imobilizovane enzymy byly 15 minut promichavany se 600 ml vody
a po sedimentaci dekantovany. Po ptidani fosfatového pufru a roztoku glukézy bylo moZné opakované
sledovat aktivitu imobilizovanych enzymi. Tento cyklus byl opakovan 6 x. Aktivita enzymu imobilizova-
ného pomoci cetyltrimethylamoniumbromidu byla v priméru 11 x V&L,

Ptiklad 2 -
Imobilizace katalasy cetyltrimethylamoniumbromidem na silikagel.
Katalasa je enzymem katalyzujicim rozklad peroxidu vodiku (B).

2H,0 > 2H,0 + O, (B)

Enzym se vyznaluje mimotadné vysokou aktivitou a_j_eHo ﬁéinek' neni snizovan p¥itomnosti cetyltrimethyl-
~ amoniumbromidu. : o .

Ke 4 g silikagelu bylo pfidano 10 ml suspenze katalasy (koncentrace 0,217 mg bilkoviny/ml, aktivita
2000 L.U./mg bilkoviny), 10 ml 102 mol 1=! CTAB, resp. 10 ml vody. Po 5 hodinich michéni byly imobili-
zované enzymy odd&leny a dvakrat po dobu 30 minut promyvany 600 ml vody. K obéma vzorklim enzymu
imobilizovanych na silikagel bylo pfidano 10 ml fosfatového ustoje (pH 7,38) a 10 ml 3% H,0,. P¥i 20°C
byly vzorky 10 minut michany a po dalgich 5 minutach byl u ka%dého vzorku odebrén 1 ml do 10 ml
4N-H,SO,. Nerozlozeny peroxid, vodiku byl stanoven manganimetricky. Imobilizované enzymy promyté
vodou bylo mo¥né opakované pouZit. Enzym imobilizovany pomoci CTAB vykazuje vEt$i Geinnost (Tab. 1).

- Tabulka 1
Aktivita katalasy imobilizované na silikagel
' 9, vyreagovani H,O,

1. pokus 2. pokus 3. pokus
imobilizace pomoci CTAB A 100 92,6 47,6
imobilizace z vodného prosttedi 68,5 24,6 24,3

U tohoto enzymu se viak po adsorpci zachovava pouze 1% aktivity nativniho enzymu. Nedokonala
. adsorpee navic zplisobuje, Ze aktivita enzymu pii opakovaném pouiti klesa (Tab. 1). Pitomnost katalasy
v prodejnach vzorcich glukosooxidasy zplisobuje, Ze stanoveni aktivity enzymu pomoci analyzy peroxidu
vodiku je nejisté. Po jednordzovém vymyti glukosooxidasy imobilisované prostiednictvim cetyltrimethyl-
amoniumbromidu na silikagel (15 mg bilkoviny/4 g silikagelu) 600 ml vody se po oxidaci glukosy zvysi



“mnoZstvi uvoln&ného peroxidu vodiku 5 x . NavrzTny zpusob adsorpce pomom CTARB je tedy pouz1telny
1 pro déleni enzym. o

" Adsorpce enzym a jinych Tatek pomoc1 navrzendho 2zplsobu.miiZe dale slouz1t k upravé povrchu nosié
pro chromatograflcke separaéni metody, naptiklad $ro afinitni chromatografu a podobné.
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PREDMET VYNALE'ZU '

1. Zptsob imobilizace a separace enzymdi, vyznadeny tim, e se enzym adsorbuje na pevny nosi¢ za pfitom-
_ nosti 1072 a7 10~2 mol 1~ !

katxonoxdmho tenzidu.

2 2. Zpisob podle bodu 1, vyznaceny tlm 7e se jako kat10n01dm tenzid poqu oc-karbethoxvnepfade¢y1)17""7;'?
-trlmethylamomumbromld '

'3 Zptisob podle bodu 1, vyznadeny’ t1m ****
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