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(54) Zpusob jmobilizovani g-galaktosidasy

Vynélez se tyka zplisobu imobilizace kva-
sinkové g-galaktosidasy, ktery spoéiva v za-
kotveni celé buiiky jejiho producenta kova-
lentni vazbou na pevny nosic.

Priimyslovéa aplikace vazané g-galaktosida-
sy naléza znacné uplatnéni v procesu upravy
mléka i pii degradaci odpadnich produkti
obsahujicich laktézu. V.teto souvislosti je
pouziti kvasinkové g-galaktosidasy vyhodnéj-
& jednak tim, Ze optimalni pH enzymu je
bliZ& pM mléka, jednak tim, Ze aktivita kva-
sinkové g-galaktosidasy je v prostiedi mléka
stabilné&jsi. '

Ve vyvoji zpusobl pfipravy véazanych en-

zymt piedstavuje imobilizace celych bunék
jejich producentil novy smér, kterému je
v soucasné dobd vénovéna pozornost prede-
v&im pro znaéné opera¢ni vyhody.

Dosud znédmé zpusoby pfipravy vézanych
mikrobidlnich bunék obecné vychazeji z me-
tod imobilizace ¢istych enzymul a lze je roz-
délit do nasledujicich kategorii:

a) vazba butiky fyzikdlnim zachycenim v gelu,
membrané nebo mikropouzdru;

b) vazba buitky adsorpci na ionex nebo bio-
specificky adsorbent biologické povahy;

c) vazba buiiky kovalentni vazbou na pevny
nosié.

Vyhody a nevyhody t&chto zndmych zpi-~
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sobti hodnoti z hlediska aplikace vézanych
bundk pomérn& maélo praci. Je viak ziejmé,
e imobilizaci celych bun&k kovalentni vaz-
bou je mozno ziskat zakotveny enzymaticky
systém, jehoz aktivita nebude negativné
ovlivnéna difuzni bariérou nebo daldimi ne-
gativnimi vlivy, které se projevuji pii pouZiti
zptisobtl, kdy se vazba butiky provadi fyzi-
kalnim zachycenim nebo adsorpci na ionexu.
7 téchto duvodd je imobilizace butiky kova-
lentni vazbou na pevny nosi¢ velmi perspek-
tivni.

Podle vynalezu spotiva zpusob imobilizace
kvasinkové g-galaktosidasy v zakotveni per-
meabilizované kvasinkové buiiky na hydro-
xyalkyl metakrylatovy gel prostfednictvim
triethylentetraminu, ktery byl aktivovan glu-
taraldehydem nebo karbodiimidem. Synthesa
g-galaktosidasy byla v téchto butikach indu-
kovéna pred imobilizaci.

Udinek tohoto zplisobu imbolizace g-ga-
laktosidasy spo&iva ve vylouteni izolace a pu-
rifikace enzymu a v jeho zachovani v intra-
celularnim prostiedi butiky, coZ prispiva ke
stabilité jeho aktivity, zarucuje optimalni
podminky pro vlastni enzymatickou reakci
a izoluje enzym od negativnich vlivli extra-
celularniho prostiedi.

Zptsob podle vyndlezu je dale blize vy-
svitlen na nékolika piikladech provedeni,



Piiklad 1

Hydroxyalkyl metakrylatovy gel (8 az 13 ym),
zpracovany epichlorhydrinem, byl modifiko-
van vazbou triethylentetraminu podle nésle-
dujiciho postupu: 1 g gelu byl suspendovan
v 10 ml -1 M triethylentetramin dihydrochlo-
ridu, jehoz pH bylo upraveno 1 M NaOH na
hodnotu pH 9,0. Po 24 hod michani za labo-
ratorni teploty byla suspenze pievedena do
kolonky a gel byl promyvidn vodou aZz do
vyrovndni vodivosti. Potom byl gel promyt
desetindsobnym objemem ethanolu, butanolu
a opét ethanolu a vysuSen. Obsah triethylen-
tetraminu byl vypoéten na zdkladé stanoveni
dusiku Kjeldahlovou metodou na 256 umol/g
suchého gelu. Modifikovany gel (1 g) byl po
3 hod bobtnani ve vodé promyt nékolikana-
sobnym objemem vody. Odsaty gel byl sus-
pendovan ve dVOJnésobnem objemu vody a
k vzniklé suspensi byl pfidan glutaraldehyd
(25 %) do koneéné koncentrace 5 %;. Po 1 hod
michani byl gel pieveden do kolonky a pro-
myvén vodou aZ do negativni reakce, kterou
byla sledovdna piitomnost glutaraldehydu
v jednotlivych promyvkach., Po vymyti vol-
ného glutaraldehydu byl gel promyt 300 ml
0,05 M fosfatového pufru (pH 7,0). Takto pri-
praveny gel (0,5) byl priddn do 5 ml bunéé-
né suspenze, obsahujici v 1 ml téhoZ pufru
109 permeabilizovanych bunék kmene Kluy-
veromyces lactis. Z hlediska prechodu g-ga-
laktosidasové aktivity na nosi¢ a jeji stability
bylo konstatovano, Ze imobilizace bunék pev-
nou kovalentni vazbou byla v podminkich
michané suspenze dokonéena v teploté 20 °C
pfiblizné po 100 hodinach. Lokalizace bunék
na povrchu zminéného nosice je dokumento-
vana mikrofotograficky.

Vyuziti intracelularni enzymatlcke aktivity
imobilizovanych bunék je podminéno jejich
permeabilizaci, kterd byla v tomto piipad&
provedena nésledujicim zplisobem: bunééna

suspenze byla po 0,1 ml objemech naniSena

na stied membranového filtru, pfidem? kaz-
dé ndsledujici nanefeni bylo provedeno vidy

po uUplném odsati média. Po naneseni 1 ml

objemu byly filtry pfeneseny na sklenénou

desku a zachycené buitky byly vystaveny

proudu teplého vzduchu o konstantni teploté

60 °C po dobu 70 sek. Permeabilizované buni-

ky byly z povrchu filtrt smyty 0,05 M fos-

fatovym pufrem (pH 7,0).

Priklad 2
Ptiprava zakotvenych permeabilizovanych
bunék byla provedena zplisobem popsanym
v prikladu 1 s tim rozdilem, Ze k vazb& misto
triethylentetramin byl pouZit hexamethylen-
tetramin.

Piiklad 3

Ptiprava zakotvenych permeabilizovanych
bunék byla provedena zplisobem popsanym
v piikladu 1 a 2 s tim rozdilem, Ze bylo
pouzito bunék permeabilizovanych dimethyl-
sulfoxidem. Suspenze bunék v 0,05 M fosfa-~
tovém pufru (pH 7,0) byla vystavena uéinku
dimethylsulfoxidu (40 %) pti teploté 20°C.
Po 30 min byly buitky promyty, resuspendo-
vany v uvedeném pufru a imobilizovany.

Priklad 4

Postupem uvedenym v piikladu 1 a 2 byly
zakotveny nepermeabilizované buniky. Takto
zakotvené bunky byly dodateéné permeabili-
zovany postupem uvedenym v piikladu 1
s tim rozdilem, Ze bylo pouZito suspenze no-
si¢e s navazanymi burtikami.

Priklad 5

" Piiprava zakotvenych bunék byla provedena

zplsobem popsanym v piikladu 1 s tim roz-
dilem, Ze modifikovany gel byl b&hem imobi-

" lizace aktivovan piitomnosti 100 mg N-ethyl-

N’-/3-dimethylaminopropyl/karbodiimidu na
100 mg noside.

PREDMET VYNALEZU

Zpsob piipravy imobilizovany g-galakto-
sidasy kovalentni vazbou intatni kvasinkové
butiky na pevny nosié, vyznaéeny tim, Ze per-
meabilizovand nebo nepermeabilizovana kva-

sinkové butika se pii teploté 20°C zakotvi
pomoci triethylentetraminu na povrch parti-
kulf hydroxylalkyl metakrylatového gelu.
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