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Vynélez se tyka zplsobu pripravy bioka-
talyzatoru s imobilizovanym enzymovym sy-
stémem, ktery spodivd v tom, Ze se imobili-
zovany systém vytvori vzdjemnou reakci en-
zymil, z nichZ nejménd jeden ve formé vlast-
ntho nebo vytvofeného glykoproteinu ob-
sahuje aktivovanou cukernou slozku nebo re-
akci enzymil s aktivovanym oligo- nebo po-
lysacharidem, pfiemZ se na nosi¢ imobili-
zuje nejdiive jedna z reagujicich sloZek ne-
bo reakci vznikly oligomer jako celek. Ak-
tivace cukerné sloZky glykoenzymu se pro-
vede jodistanovym St&penim vicinalnich dio-
14 a spojeni p¥isluSnych enzyml pfimou re-
akci vzniklych aldehydovych skupin s ami-
noskupinami jiného enzymu nebo pomoci
Ugiho ¢tyfkomponentni kondenzace.

Z hlediska vyuZiti jednotlivych enzymi
zlidasnénych na tvorb& biokatalyzatoru je
zplisob dle vynalezu zvlasté vhodny pro
kombinaci enzyml s rfiznou velikosti efek-
tivniho poloméru molekul. Disledkem tvor-
by enzymového komplexu je zvySeng rych-
lost reakce a zvySend odolnost proti deakti-
vaci zvl4sté v téch pripadech, kdy produkt
ur¢itého reakéniho mezistupné phsobi na
néktery z enzymi inhibi¢né.
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Vyndlez se tykd zplisobu piipravy bioka-
talyzatoru s imobilizovanym enzymovym sy-
stémem.

Enzymy, zvlaSt€ v imobilizované formé,
predstavuji velmi G¢inné -biekatalyzatory vy-
soce specifickych reakci, kieré probihaji za
fyziologickych podminek, tj. pi¥i normaélnich
hodnotach pH, teploty, tlaku apod.

V Fadé pifipadft predstavuje produkt jed-
né reakce zdroveii substrdt dalsiho enzy-
mu, takZe pouZitim nékolika enzyml je moz-
no pirevadét vychozi latku radou specific-
kych enzymovych reakci na Z4dany produkt.
Spolefnou imobilizaci potfebnych enzymil je
pak pripraven biokatalyzdtor schopny kata-
lyzy daného sledu reakci.

Z t&chto divodl byla v Ffadé praci véno-
vdna pozornost spoletné imobilizaci dvou
i vice enzymt, at jiZ kovalentni vazbou na
rizné nosice, ¢i spoletnym zabudovanim do
matrice gelu apod. U vzniklych biokataly-
ztord je Zadouci, aby se aktivni mista mo-
lekul enzym katalyzujicich néasledné reakce
nachédzela vzdjemné v co nejvétdi blizkosti,
-aby reakéni rychlost, respektive sled jed-
notlivych reakci byl co -ne;méné zpomalo-
van difaznimi jevy, respekiive transportem
meziprodukill od jednoho enzymu ke dru-
hému. U Fady enzymfi zvla$t& v technolo-
gickych aplikacich, kdy jsou pouZivdny vyi-
8i koncentrace substraii, pod vlivem vzni-
kajicich produktli reakce dochdzi k inakli-
vaci daného enzymu. V téchto piipadech je
tfeba dany produkt (at jiZ vedleji produkt,
¢i meziprodukt sledu katalyzovanych reak-
ci) odstrailovat z reak&ni smési, s vyhodou
katalytickym tu€inkem dalSitho enzymu. Zde
je zvlast daleZité, aby tento enzym byl v
tésné blizkosti tvorby inhibici zpiisobujici-
ho produktu predchozi reakce. Urditym Fe-
Senim tohoto problému je spoletnd imobili-
zace obou enzymd. VyraznéjSiho efektu z
hlediska odstrafiovdni inhibici zpfisobujici-
ho produktu ¢i zvySeni rychlosti priibéhu
jednotlivych néaslednych reakci je dosaZeno
pFipravou biokatalyzatoru, u n&hoZ je imo-
bilizovan komplex enzymi vzdjemné spoje-
nych kovalentni vazbou.

Zpisob pfipravy biokatalyzdtoru s imobi-
lizovanym enzymovym systémem podle vy-
nélezu spodivd v tom, Ze se imobilizovany
systém vytvoil vzdjemnou reakci enzymd,
Z nichZ nejméné jeden ve formé vlastniho
nebo vytvofeného glykoproteinu obsahuje
aktivovanou cukernou sloZku nebo reakci
enzymi s aktivovanym oligo nebo polysa-
charidem, pF¥ifem# se na nosi¢ imobilizu-
je nejdiive jedna z reagujicich sloZek nebo
reakci vznikly oligomer.

Zptisobem podle vyndlezu je poZadované-
ho spojeni enzymovych aktivit dosaZeno v
pripadé, kdy se jednd alespoil u jednoho
enzymu o glykoprotein, aktivaci cukerné
sloZky glykoenzymu jodistanovym 3$t&penim
~a reakci vzniklych aldehydovych skupin s
aminoskupinami druhého enzymu. Spojeni
obou enzymi je moZno s vyhodou téZ do-
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sdhnout pomoci Ugiho Styfkemponentni-kon-
denzace. ¥V ptipad¥ dvou &i vice ‘enzymd ne-
obsahujicich cukernou sloZku je moZno apli-
kovat shodny postup po p¥edchoezim vytvo-
Feni -glykoproteinu reakci enzymu s aktivo-
vanym oligo- ¢i polysachadidem.

Zptisobem podle vyndlezu je moZno na
imobilizovani enzym navézat glykoprotein
pfes svoji aktivovanpu cukernou sleZku, p¥i-
padn& se nejdiive provede -imobilizace gly-
koproteinu s aktivovanou cukernew: kompo-
nentou a poté néasledule navazini dopliiko-
vych enzymi reakci s nezreagovanymi aktiv-
nimi skupinami cukerné sleZky ‘glykoprotei-
nu, Ddle je moZno vytvofit reakci glykoen-
zymu majictho aktivovanou cukernou sloz-
ku s doplitkovym enzymem glykoproteinovy
oligomer, ktery je .poté vhoednym zpisobem
imobilizovdn. Tvorba homooligopmeru do
znatné miry zdvisi na charakteru jednotli-
vych -enzymd, jejich vzdjemném poméru a
podminkéach reakce.

Vyhoda zpilisobu pripravy biokatalyzéto-
ru s imobilizovanym enzymovym systémem
dle vynélezu spotivd v Setrnosti a snadné
technické realizovatelnosti pouZité metody.
Prednosti je t8% vysokd stabilita enzymové-
ho systému spodivajici v tvorb& komplexu
glykoproteint. Disledkem je pak zvySena
rychlost reakce a zvySend odolnost vici de-
aktivaci. 7 hlediska vyuZiti jednotlivych en-
Zzymi zucastnénych na tvorbé biokatalyzato-
ru je zplsob dle vyndlezu zvlasté vhodny
pro kombinaci enzymi@ s rOznou velikosti
efektivniho poloméru molekul.

Vynédlez je dokumentovédn pfiklady pouZi-
ti.

Priklad 1

Rroztok .glukesaoxidasy [g-D-glukesa: Oz
oxidoreduktasa, EC 1.1.3.4, GOD) ve. for-
‘mé -prepardtu Spoliasa - GCL-75 z .plisné As-
-pergillus niger [St¥aedofeskd Fruta n. p., z4-
vod -droZdarna Kelin) o obsahu 130.mg: bil-

koviny (stanoveno dle Lowryhe) ve-260 ml

0,1 M acetdtového pufru pH 5 byl exidovan
10 ml 0,05 M -jedistanem sodnym .po dabu
4-hodin. za nepFistupu swvétla pii 4°C. -Pieby-
tek jodistanu byl .odstranén piidavkem. 0,08
mililitru ethylenglykolu. -Po 0,5 hedinéch
tFepdni byla reakénismés dialyzovédna; 18-ho-
din proti 5 1 0,05 M fosfdtového pufru -pH 7.

K uvedenému mne#stvi exidované gluko-
saoxidasy bylo pFiddno 5 g glyecidylmetha-
krylatového gelu modifikovaného ‘1;6-diami-
Achexanem (G-70 . HMDA).-a sm#s byla- tie-

péna 16 hodin pii-4°C. K ziskanému: kenju-

gatu byl po promyti 0,01 -M fesfétovym pui-
rem. pH 7 plidan roztek 0;4 ml-ketaldzy (1

gram v 21,8 ml) ve 100 ml 0,1-M fosfatové-

ho pufru pH 7. Po daldich 16 hodindch tfe-
pani pri 4 °C byl konjugat promyvan -stfida-
vé 0,01 M fostdtovym pufrem:pH.7.4'1 M
NaCl v tomto pufru do vymizeni kataldzo-
vé aktivity ve filtrdtu. U ziskaného konju-
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gatu byla zjiSténa glukosaoxidasové aktivi-
ta 0,8 ukat/g suchého materidlu a kataldzo-
vé aktivita 600 ukat na g suchého materialu.

Priklad 2

Ke 100 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 7
bylo pfiddno 0,4 ml kataldzy (1 g ve 28,8
mililitrech) a poté 10 g glycidylmethakryla-
tového gelu modifikovaného 1,8-diaminohe-
xanem a aktivovaného glutaraldehydem. Po
16 hodindch pfi 4°C byl konjugat promyt
0,01 M fosfatovym pufrem pH 7. Po pfidani
200 ml oxidované glukosaoxidasy (viz pfi-
klad 1) byla smés opét tfepdna 16 hodin
pii 4°C a poté promyta stfidavé 0,01 M fos-
fatovym pufrem pH 7 a 1 M NaCl v tomto
pufru do vymizeni glukosaoxidasové aktivi-
ty ve filtrdtu. U ziskaného konjugdtu byla
zjidt&na kataldzova aktivita 1207 ukta/g su-

chého materidlu a glukosaoxidasovd aktivi-
ta 1,1 ukat/g susiny.

P¥iklad 3

K 240 ml oxidované glukosaoxidasy (viz
priklad 1) bylo priddno 1,2 ml koncentro-
vaného preparatu katalazy (1 g/21,8 ml) a
po 16 hodindch tFepdni 10 g glycidylmetha-
kryldtového gelu modifikovaného 1,6-diami-
nohexanem (G-70-HMDA]} a aktivovaného
glutaraldehydem. Po 16 hodindch tFepdni
pFi 4 °C byl ziskany konjugéat promyvén stfi-
davé 0,01 M fosfatovym pufrem pH7 a 1 M
NaCl v tomto pufru do vymizeni katalazo-
vé aktivity ve filtratu. Ziskany konjugat vy-
kazoval glukosaoxidasovou aktivitu 1 ukat/
/gram suchého nosiCe a kataldzovou akti-
vitu 1270 ukat/g suchého nosice.

PREDMET VYNALEZU

1. ZpGsob pripravy biokatalyzdtoru s imo-
bilizovanym enzymovym systémem, vyzna-
gujici se tim, Ze se imobilizovany systém vy-
tvoFi vzdjemnou reakci enzymd, z nichZ nej-
méné jeden ve formé& vlastniho nebo vytvo-
Feného glykoproteinu obsahuje aktivovanou
cukernou sloZku nebo reakci enzymi s akti-
vovanym oligo- nebo polysacharidem, p¥i-
temZ se na nosi¢ imobilizuje nejdfive jedna
z reagujicich sloZek mnebo reakci vznikly
oligomer jako celek.

2. Zptasob podle bodu 1, vyznadujicich se
tim, Ze se aktivace cukerné sloZky glyko-
proteinu nebo oligo- nebo polysacharidu
provede oxidativnoim jodistanovym $t&pe-
nim vicindlnich diold.

3. ZpGsob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se enzymy vdZou na glykoproteiny
nebo oligo- nebo polysacharidy pfimou re-
akci aminoskupin s aldehydovymi skupina-
mi vytvofenymi aktivaci cukernych jedno-
tek nebo prostiednictvim Ugiho &tyFkompo-
nentni kondenzace.

4, ZpGsob podle bodu 1, vyznaCujici se
tim, Ze se provede nejprve imobilizace gly-
koproteinu s aktivovanou cukernou sloZkou
na vhodny nosi¢ a poté nésleduje navazani
doplitkovych enzymi reakci s nezreagova-
nymi aktivnimi skupinami cukerné sloZky
glykoproteinu.

5. Zpasob podle bodu 1, vyznafujici se
tim, Ze se provede imobilizace enzymu, na
ktery se navdZe jeden nebo vice typi glyko-
proteini pfes svoji aktivovanou cukernou
slozku.

6. Zplsob podle bodu 1, vyznatujici se
tim, Ze se vytvoli reakci glykoproteinu ma-
jiciho aktivovanou cukernou sloZku s do-
pliikovym enzymem glykoproteinovy oligo-
mer, ktery se poté imobilizuje.

7. Zptsob podle bodu 1, vyznalujici se
tim, Ze se reakci n&kolika enzymi s aktivo-
vanym oligo- nebo polysacharidem vytvofi
glykoproteinovy oligomer, ktery se poté imo-

bilizuje.
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