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(54) Zplisob vazby enzymd na bunky vykazujici enzymovou aktivitu

Vynilez se tyké zpisobu vazby en-

zymd na bunky, resp. buné&né fragmenty.
Zplsob vazby spolivd v tom, Ze s¢ poly-
sacharidy obsaZzené ve sténédch bunky
aktivuji jodistanovym oxidainim Stépe-~
nim a prostfednictvim vzniklych gldehy-
dovych skupin se navéZe enzym bud piimou
vazbou nebo pomoci_ Ugiho &tyfkomponentni
reakce., PouZité bunky zde pritom neslou-
%21 pouze jako noside pro imobilisaci
enzymu, nybrZ jako aktivni sloika vytvé-
fenéhg biokatalyzdtoru, Vazbou enzymu

na bunky je moZno vyrazné zvys§it speci~-
fickou aktivitu klicového enzymy bunky
nebo v pripadé enzymu, ktery bunky neob-
sahuji, je moZno pripravit biokatalyzé-
tor s riznymi (s v§hodou na sebe nava-
zujicimi) enzymovymi aktivitami.

Pro pfipravu heterogennich bio-
katalyzadtorli imobilizaci bunék se zvy-
genou aktivitou klidového enzymu &i
kombinac{ ndkolika enzymovych aktivit
je zpisob podle vyndlezu zvl1Aasté vyhod-
ny v kombinaci s imobilizaci bunék dle
A0 223 474, pfi niZ jsou sacharidové
slozky bunéénych stén potfebnym zpusobem
jiZz pred imobilizaci aktivovany.
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Vyndlez se tyké zplsobu vazby enzymi na bunky, resp. bundd- .
 né fragmenty.

PFi pfipravévbiokntalyséforﬁ je moZno enzymové aktivity imo-~
" bilisovat v rdzmé form&. Lze imobilisovat rozpustné enzymy, modi-
fikované rozp. enzymy, celé &i modifikovamé bunky a teaké riznd
kombinovat naznafené moZnosti.

. Podle AOQ 223 474 ' 1ze imobilisovat na noside
Relé buniky, pripadnd subceluldrni &éstice, prilem# jsou kataly-
ticky vyu2ivény v nich obsaZené enzymy. Podle AO

22% 475 1lze chemickou modifikaci bun&&nych stén zvjélt aktivitu
enzymu prirozend vézaného na bunkn

Vazbou enzyma na bunky, resp. bun&&né frggmenty'je moZno vy-
razné zvy#it specifickou aktivitu k1{&ového enzymu bunky nebo sub-
celulérn{ ¥éstice. V pPipadé enzymu, ktery buiiky neobsahujf, je
- moZno pPipravit biokatalysétor s rdznymi enzymovymi aktivitami,

K vazbé mezi enzymem a povrchenm bunky se dosud pou¥fvalo predeviim
polyfunk®nich &inidel /toluendiisokyanédtu, polyfunkZnich aldehy-
dd ap./ nebo vzécndji komplexnich hydroxidd transitnich kovt,
pFfedeviim titanu.

zplsob vazby enzymu na buiiky, resp. bund&né fragmenty, podle
vynédlezu spolivéd v tom, ¥e se polysacharidy obsaZené ve st@néch
bunky ektivujf oxidalnim St3penim jodistanovymi ienty v mnoZstvi
0,001 a% 0,05 mold na 1 g vlhkych bun&k p¥i pH 4 aZ 8 a teploté
0 a% 30 °C a prostrednictvim vzniklych aldehydovych skupinm se na

né navé¥e enzym bud p¥fmou vazbou nebo pomoci Ugiho &tyrkomponent-
n{ reakce. V p¥ipadd glykoproteinovych enzymi je alternativné&
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mo¥né imobilisace t&chto glykopreteind po analogické aktivaci
jejich cukerné slofky spojenim s oxidovanymi bunkemi &i bun&&ny-
mi fragmenty pomoc{ bi- a vicefunkinfich amind, pomocnych bilkovin
ap. PouZité buﬁky zde pritom neslou¥f pouze jake nosile pro imo-
blllsaci enzymi, nybr# jako aktivmf sloZka vytvéreného biokata-
lyaatoru.

Pro pripravu imobilisovanych bickatalysatord se zvy#enou
aktivitou k1{¥ového enzyma ¥i kombinaci né&kelika enzymovych akti-~
vit je zptisob podle vyndlezu zv1A4sté vyhodny v kombinaci s imo-
bilisacf bundk, resp. subcelulérnich &astic, pfi'niz Jjsou cuker-
né slo¥ky bund¥nych stén pred imobilisaci na nosi¥e aktivovény
jodistanovym oxidadnim St&penim.

V¥hodou zplisobu vazby enzymu na bulky podle vynélezu je ve-
dle.experimentﬁlni jednoduchosti vysoky stupen zachovén{ enzymo-
vé aktivity, kdy pri aktivaci cukernych sloZek buné&nych stén
jodistanovym oxida¥nim St¥penim dochéz{ k zvySenf aktivity enzy-
md bundk, resp. subceluldrnich ¥dstie.

Vyndlez je dokumentovén p¥iklady pouiti.

P¥{klad 1

K 10 g odstPedsnfch a promytych bundk Saccharomyces uvarum
byle pfldéno 125 ml 0,05 M fosfétového pufru pH 6 a 30 ml 0,05 M
jodistanu scdného. Po 6h t¥epdnf pFi 4 ¢ za nepfistupu svétila
byly exidované bunky odstredény a promyty 0,05 M fosfétovym puf-
rem pH 7,%. K 10 g oxidovanych bundk byl p¥idén roztok glukosa-
oxidasy obsahujfcf 300 mg bflkoviny ve 125 ml 0,05 M fosfétovém
pufru pH 7,5. Po 16 h tPepdnt p¥i 4 °C byly burlky s navézanym en-
zymem odst¥eddny a promyty 0,05 M fosfdtovym pufrem pH 6. U ziska-
ného preparédtu byla zji3tdna invertasové aktivita 1 750 nkat/g
sudiny a glukosaoxidasové aktivita 650 nkat/g suSiny.

Pfiklad-z
K 5 g oxidovanych bun&¥nyeh stén /pripravenych z bun&Znych
stdn kvasinek Saccharomyces uvarum shodnym postupem jako v pfikla-
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du 1/ bylo pridéno 80 ml roztoku glukosaoxidasy o obsahu 190 mg
bilkoviny v 0,05 M fosfatovém pufru pH 7,5. Po 16 h t¥epéni p¥i
4 °C byly bund¥né stdny s navédzanou glukosaoxidasou odst¥edény
a promyty 0,05 M fosfdtovym pufrem pH 6. Ziskany prepardt o in-
vertasové aktivité 4 120 nkat/g sul3iny a glukosaoxidasové aktivi-
t& 1 150 nkat/g su3iny byl zabudovén do matrice polyakrylamidové-
ho gelu. K 5 g preparétu ve 22 ml fyziologického roztoku bylo za
michédn{ p¥idéno 0,4 g akrylamidu, 0,022 g N,N-methylenbisakryl-
amidu, 0,23 ml 5% roztoku 3-dimethylaminopropionitrilu a 0,2% ml
2,5% roztoku persiranu draselného. Po ztuhnuti byl vznikly gel
temperovén 0,5 h p#i 37 °C ve vodni lézni a poté byl rozmixovénm.
Ziskany imobilisovany preparédt mél invertasovou aktivitu 1 100
nkat/g suSiny a glukosaoxidasovou aktivitu 260 nkat/g susiny.

Pr{klad 3 : ‘

'K 10 g oxidovanych bun&¥nych stén /pripravenych podle prikla-
du 1/ ve 125 ml 0,05 M fosfdtovém pufru pH 7,3 bylo pridéno 25 g
glycidylmethakryldtového gelu modifikovaného 1,6-diaminochexanem
/G-TO-HMDA/. Po 16 h mirného t¥epdnf p¥i 4 ©C byl preparét promyt
0,05 M fosfdtovym pufrem pH 7,3 a po pfidéni 1 g albuminu ve
100 m1 tého%Z pufru byla sm&s op&t t¥epdna 6 h. Poté bylo k ziska-
némi konjugédtu priddne 125 ml oxidované glukosaoxidasy o obsahu
300 mg bilkoviny. Po 16 h tfepénf p¥i 4 °C a nésledujicim promy-
t{ ziskaného preparétu 0,05 M fosfdtovym pufrem pH 6 byla zjists-
na glukosaoxidasovéd .aktivita 770 nkat/g suliny a invertasové akti-
vita 810 nkat/g su3iny.
P¥iprava oxidované glukosaoxidasy

Roztok glukosaoxidasy obsahujicf 65 mg bilkoviny ve 13%Q ml
0,1 M acetdtového pufru pH 5 byl oxidovén 5,2 ml 0,05 M jodista-
mu sodmého po dobu 4 h za neprfstupu sv&tla p¥i 4 °C. Prebytek
jodistanu sodného byl odstranén p¥idavkem 0,14 ml ethylenglykolu.
Po dal3fm 0,5 h michén{ byla reakénf smés dialysovéna 16 h proti
3 1 0,05 fosfdtového pufru pH 6.

P¥{klad 4
K 20 ml oxidované glukosaoxidasy o obsahu 160 mg bilkovin/ml
bylo pridéno 20 ml katalasy o shodné koncentraci bilkovin. Po
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12 h michénf p¥i 4 °C byle k této sm3si p¥idéno 5 g vlhkych oxi-
dovanych bunék Saccharomyces uvarum pripravenych podle piikladu 1l.
Po 16 h mirném t¥epéni a ndsledujfcim odstieddni a promyti 0,05 M
fosfétovym pufrem pH 6 byia u ziskaného bundného prepardtu s na-
vézanymi enzymy zji¥tina invertasovéd aktivita 2 300 nkai/g susi-
ny, glukoséoxidasové aktivita 900 nkat/g sudiny a katalasové ak-
tivita 4 375 nkat/g susiny. Ziskany bun&lny preparét byl imobili-
sovén zapolymerovénim.do matrice polyakrylamldového gelu postupem
uvedenym v prikladu 2. U ziskaného blokatalysatoru byla zjisténa
invertasové ektivita 580 nkat/g sudiny, glukosaoxidasové ektivi-
ta 230 nkat/g sudiny a katalasovéd aktivita 1 090 nkat/g sudiny.

P¥iklad 5

10 g bundk Saccharomyces uvarum bylo oxidovéno postupem po-
dle p¥fkladu 1. K oxidovanym a 0,05 M fosfatovym pufrem pH 7, 3
promytym bunkém bylo priddno 10 g epichlorhydrinem a 1, 6~-diamino-
hexanem aktivované perlové celulosy. Po 12 h mirného tfepéni pFi
4 °C byla smée dekantovéna 0,05 M fosfdtovym pufrem pH 7,3. K zis-
kanguu prepardtu s 1mobillsovanYm1 bulikami o invertasové aktivi-
t& 1 860 nkat/g suliny byl pfidén roztok konjugétu glukosaoxida-
sy a letalasy pripraveny podle prikladu 4. Po 12 h mirného tfepé-
nf a nésledujfef dekantaci 0,05 M fosfétovym pufrem pH 6 byla
zjisténa u zi{skaného preparétu 1nyertasové aktivita 1 100 nkat/g
su¥iny, glukosaoxidasovd aktivita. 510 nxat/g suiny a katalasové
aktivita 2 200 nkat/g susiny.
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Zpisob vazby enzymu na bunky, resp. bun$¥né fragmenty, vykazu-
Jici enzymovou aktivitu, vyznadujic{ se tim, ¥e se polysacha-
ridy obsaZené ve st¥ndch bunky aktivujf oxida&nim Stdpenim
Jodistanovymi ienty v mmo#stvi 0,001 a% 0,5 molu na 1 g vlhkych
bunédk pii pH 4 aZ 8 a teplotd O a% 30 °C a prostfednictvim
vzniklych aldehydovych skupin se na né navéZe enzym, vytvore-
ny konjugét s navézanym enzymem se popiipadsd imobilisujé vaz-
bou na nosi& nebo se zabuduje do matrice gelu.

Zplsob podle bodu 1, vyznadujicf se tim, Ze se vazba enzymi
provede primou reakeci vytvofenych aldehydovych skupin s amino-~
skupinami enzymu, p¥ipadn& pomoc{ Ugiho &ty¥komponentnf reekce.

Zpisob podle bodu 1, vyznadujici se tim, %e se v pripadd gly-
koproteinovych enzymd &i umdle vytvorenych glykoproteind po

'analegieké aktivaci jejich cukerné sloZky provede imobilisace

na oxidovanou bunku ¥i bun¥&ny fragment pomocf bi- a vice-
funkénich amimd nebo pomocnych bflkovin.

Zplsob podle bodu 1 aZ 3, vyznalujfcf se tim, %¥e se enzym na

buiiky vé¥e ve formd imobilisovanych bundk s bun&&nou sténou

aktivovanou jodistanovym oxidaénim étépénﬁm.
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