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54 Zplsob zvydeni aktivity bunéénych enzyml

]

Vynélez, se tfkd zpisobu zvySend
sktivity bundinych enzyml, ktery spolivé
v tom, %e se buné¥né stény Edstedné roz-
rusf. §4stednd destrukce bunédnych stdn
se provede oxydativnim 3tépenim sachari-
dové sloZky bunddné stdny, s vyhodou
plsobenim kyseliny jodisté jodistanovymi
ionty v mnoZstvi 0,025 a¥ 0,5 mmoll na
1 g vlhkych bundk p¥i pH 4 aZ 8 po dobu
1 a% 24 hod. Takto aktivivané bunky se
pouzivaj{ k pFiprevd imobilisovanych
prepardtd u nichZ se dosshuje takto vy3si
‘aktivity enzymd, ne? u plvodnich nativ-
nich bundk.
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Vyndlez se tyké zpisobu zvySovéni aktivity bunéénych
enzymi.,

Enzymovych systémi bunék je v nejvétsf mire dosud vyuzi-
véno v technologifich potravinéfského primyslu. V posledni dobé
~ v8ak dochéz{ k prudkému rozvoji biotransformaci i v organické
chemii, kde se zadfnajf &im dél vice uplatnovat i mikrobidlni
transformace. Vyznam a moZnost vyuZit{ enzymovych systémi bu-
nék vyrazné vzrostl ve spojeni s jejich imobilisaci. PouZitim
imobilisovanych bun&k je odstrandna velmi obtiZndé isolace pro-
duktu z reakéni smdsi, pridem? aplikovany biokatalysator miZe
byt opakovan® pouZit. VyuZit{ enzymovych systémdi bun&k k bio-
chemickym transformacim mlZe byt ddle zvyhodnéno podle vynéle-
zu zvy3Senim axtivity na biotransformaci se podilejicich enzymi.

Zpisob zvy3eni aktivity bun&énych enzyml podle vynédlezu,
sposivéd v tom, %e se na polysacharidy obsaZené v bun&iné sté-
né pUsobi jodistanovymi ionty v mnoZstvi 0,025 a% 0,5 mmold
na 1 g vlihgych bundk p¥i pH 4 a% 8 a teploté O az 30 °C po do-
bu 1 a£ 24 hod. Doba, po kterou dochdzi k jodistanovému 3té-
peni polysacharidd, je neprimo um&rnd koncentraci jodistano-
vych iontd. ‘ ;

Vyhoda uvedeného zpisobu zvyseni aktivity bunéénych enzy-
mi spodivé v Setrnosti a experimentdlni jednoduchosti pouZité
metody, pri ni% si upravené bunky ponechévaji ve srovnéni
s protoplasty potFebnou stabilitu vd¥i zm&ndm osmotického tla-
ku i mechanickym vlivim. Protoplastd se pouzivé ke studiu je-
Jjich vlastnostf a moZnosti k¥f¥en{ kmend. P¥iprava protoplas-
t4 s ohledem na zvySeni enzymové aktivity nebyla popSéna vzhle-
dem k mechanické nestabilit¥ protoplastd a nérodnosti jejich
piipravy.
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K Céstetné destrukci ¢i dplnému odstranéni bundénych stén
/za vzniku sferoplastld nebo protoplastd/ je prevéiné pouZivéno
lytickych enzymi. Pro tvorbu bakteridlnich protoplastl se bé&Z-
né pouZfva lysozym, tj. enzymu specificky katalysujictho
hydrolysu ﬂ -1 4 glykosidové vazby mukopeptidovych jedno-
tek bakteridlnich bun3&nych stén. Pro pfipravu kvasinkovych
protoplastd se nejcastéji pouzivé komplexu enzymi ze %aluded-
nich 3tév hlemyZdé Helix pomatia. Vedle t&chto dvou nejbéZné-
Ji pouZivanych enzymovych preparati existuje rada dalsfch ly-
tickych enzyml, prevédZné mikrobidlniho plvodu. K destrukei bu-
néénych stén byla pouZita téZ chemické ¢inidla, tvorbu bunég-
nych stgn negativné ovlivnuje pritomnost nékterych antibiotik.
Vzniklé prctoplasty zlstévaji zachovény pouze v prostied{
o vhodnéan osmotickém tlaku, jinak cytoplasmatické membréna
prasiké a dochézf k dplné lysi bunsk.

Vyhoda zplsobu zvy3eni aktivity bunéénych enzymi podle
vynélezu spolivé v Setrné parcialni destrukci bundénych stén
oxidativnim $tépenim polysacharidd obsaZenych v bunécnych sté-
‘néch kyselinou jodistou, respektive jodistanovymi ionty. Na
1 g vlhkych bundk se pouzivéd 0,025 az 0,5 mmold jodistanu sod-
ného pri teploté O az 20 °c,

l4ste&nd rozrulené bunky si penechévajf potfebnou stabi-
litu vi¢i zméndm osmotického tlaku i mechanickym viivim za
soudasného zvySeni enzymatické aktivity.

Vyndlez je dokumentovan priklady pouZiti.

Priklad 1

Buﬁky Saccharomyces cerevisiae kultivované v xompletnim
mediu se sacharosou a glukosou byly po odstredéni promyty
0,05 K fosf&tovym pufrem pH 6,5. K odstPedénym bunkdm o inver-
tasové aktivité 29 nkat/g vlhkych bunék /stanoveno Sdmogyiho
metodou/ byl piidén 0,05 i acetétovy pufr pH 6,5 v poméru
12,5 ml na 1 g vlhiych odstfedidnych bundk /v/w/ a 0,05 i jo-
distan sodny /1:1, v/w/. Smés byla tfepdna 6 h pri 4 °C za ne-
pristupu svétla.
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U oxidovaenych bundk Saccharomyces cerevisiae byla po od-
stredéni a promyti 0,05 M fosfatovym pufrem pH 6,5 stanovena
invertasovéd aktivita 113 nkat/g vlhkych buné&k.

Priklad 2

Bunky Streptomyces nigrificans kultivované v mediu s xylo-
sou a glukosou byly po odstiedini promyty 0,05 M fosfétovym
pafrem pH 6,9. K odstfeddnym bunkém o isomerasové aktivitd
149 nkat/g vlhkych bundk /stanoveno cystein-xarbazolovou meto-
dou dle Dische a Borenfreunda/ byl pridén 0,05 L fosfétovy
pufr pH 6,9 v poméru 12,5 ml na 1 g vlhkych odstiedénych bunék
/v/w/ a 0,05 K jodistan sodny /2:1, v/w/. Sm&s byla trepéna

6 h za nepristupu svétla.

U oxidovanych buudk Streptomyces nigrifikans byla po od-
' gtiedéni a promyti 0,05 M fosfétovym pufrem pH 8,5 stanovena
glukosa isomerasové aktivita 241 nkat/g vlihkych bunék.

Piiklad 3

K oxidovanym bunkém Saccharomyces cerevisiae piipravenych
podle pifkladu 1 byla po promytf 0,05 M fosfétovym pufrem pH
6,5 a odstredéni pridéna 10%ni Zelatina v tomtéZ pufru v pomé-
ru 20 ml roztoku Zelatiny na 1 g vlhkych bundk fv/w/. Za in-
tensivnfho michénf byl ke smési pfidén'B%ni vodny roztok glu-
taraldehydu /5:1, v/w/. Po zapolymerovéni byly imobilisované
bufiky dikladnd promyty 0,05 M fosfétovym pufrem pH 5,0, Somo-
gyiho metodou byla stanovena jejich invertasové aktivita
34 nkat/g vlihkého preparétu.

PREDMET VYNALEZU

Zpusob zvyseni aktivity buné¥nych enzymd, vyznadujici se
'tfm, ¥e se na polysacharidy obsaZené v bun&éné stén& plsobi .
jodistanovymi ionty v mnozstvi 0,025 aZ 0,5 mmold na 1 g
vihkych bundk pfi pH 4 aZ 8 a teploté O a% 30 °C po dobu

1 aZ 24 hod.

Vytiskly Moravské tiskaiské zdvody, Cena: 240 Kés
provoz 12, Leninova 21, Olemouc
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