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(54) Imobilizované enzymy pro katalyzu organickych reakei a zpiisob jejich

viroby

Ugelem vynélezu je vyroba imobilizovanych
enzym@ pro katalyzu organickych reakci. Pod-
stata vyndlezu spociva v tom, ¥e enzymy jsou
navazany na polymerni sorbent, vytvofeny na-
piiklad na bazi polyetylentereftalatu, polykapro-
laktamu, polyfenylenoxidu, blokového kopoly-
meru, polyetylenoxidu a polykaprolaktamu, po-
lykondenzédtu melaminu s formaldehydem 0 spe-
cifickém povrchu 1 aZ 700 m?/g. Imobilizace
enzymi na polymerni sorbent se provadi pro-
storovou sorbci enzymi z vodného roztoku o pH
prosttedi 4 aZ 10 pti teploté 1 a¥ 40 °C, po dobu
0,1 aZ 48 hodin.

Imobilizované enzymy podle vynalezu maji
siroké uplatnéni v technickych katalytickych
procesech, obzvlasté v oblasti jemné organické
syntézy p¥i pripravé 1éciv a daleZitych bioche-
mickych slouCenin.
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Vynéalez se tyka imobilizovanych enzymt na
polymerech mikroporézni struktury o vysokém
aktivnim povrchu, piipravovanych na béazi poly-
etylentereftalatu (sorsilenu), poly-6-kaprolakta-
mu [APA), polyfenylenoxidu {PFO), blokového
kopolymeru polyetylenoxidu a poly-6-kaprolak-
tamu, polykondenzatu maleinanhydridu s for-
maldehydem, uréenych pro katal§zu organickych
reakci, zejména pro esterifikaci aminokyselin
a syntézu peptidil, p¥icem# se enzym sorbuje na
polymer z vhodného roztoku a katalyzované re-
akce se provadsji v organickém rozpoust&dle
nemisicim se s viodou.

Mikroporézni Polymery o vysokém aktivnim
povrchu vhodné pro imobilizaci enzymil se pii-
pravujl podle &s. autorskych osvéddeni €. 171923,
172219, 203386, 202215, 213002 tak, Ze se polymer
rozpusti v roztaveném rozpoustédle a po ochla-
zeni roztoku na kompaktni hmotu, ktera se po-
drobi dalsimu mechanickému zZpracovani a tav-
né rozpoustédlo se dokonale vyextrahuje z po-
lymerni struktury extrakénim Cinidlem, které
dobfe rozpousti tavné rozpoustédlo a neatakuje
polymer. Ziska se polymer obvykle v pragkové
form& s mikroporézni strukturou.

Timto postupem byl p¥ipraven polymerni sor-
bent na béazi polyetylentereftalatu za pouZiti
6-kaprolaktamu jako rozpoustédla a vody jako
exktrakéniho &inidla. Specificky povrch u takto
pripraveného sorbentu (sorsilenu) se pohybuje
obvykle od 70 do 100 m¥/g, velikost &4stic se po-
hybuje od 20 a¥ 30 um. Sorsilen je bila, prasko-
vitd hmota s dobrou chemickou a fyzikalni sta-
bilitou (bod tani 255 °C).

Mikroporézni sorbent na bazi alkalického po-
ly-6-kaprolaktamu (APA) se pfipravuje TrozZpus-
ténim polykaprolaktamu v kaprolaktamu p¥i
teplotd 190 °C a jako exktrakéni Ginidio pro ka-
prolaktam se pouZiva voda. APA sorbent m4 spe-
cificky povrch kolem 15 m%/g a st¥edni primér
sférickych &astic 110 A& s pravidelnou mikropo-
rézni strukturou. APA sorbenty jsou chemicky
a fyzikalng stalé, o bodu tani 216 °C,

Obdobnym zptisobem se pripravuje i sorbent
na béazi blokového kopolymeru polyetylenoxid
— polykaprolaktam, p¥idem# se vychézi z hioto-
vého kopolymeru, Mérny povrch tohoto typu
sorbentu se pohybuje kolem 8 m?/g.

Sorbent mna bazi poly-2,6-dimetylfenyloxidu
(PFO) se DPEipravuje za pouZiti kaprolaktamu
jako rozpoustsdla polyfenyloxidu pfi teplots
145°C a extrakéniho &inidla vody. PFO sorbent
ma pravidelnou mikroporézni strukturu s tzkou
distribuci pérd o specifickém povrchu kolem
660 m¥/g.

Polykondenza&ni sorbent (MLF) se pFipravuje
polykondenzaci melaminu s formaldehydem za
pF¥itomnosti anorganickych soli, které se zabu-
duji do polykondenza&niho gelu a po jeho vy-
tvrzeni se tato sil vyextrahuje obvykle vodou.
MLF sorbent m4 velikost zrna od 0,1 do 0,5 mm
a mé&rny povrch 200 m?/g.

Enzymy, jakoZto biokatalyzatory, maji nesmir-
né vysokou katalytickou aktivity v mirnych pod-
minkdch a vyhran&nou substratovou specifitu.
Z té&chto vlastnosti vyplyva moZnost 3irokého
uplatnéni v technologickych katalytickych pro-
cesech, obzvlasté v oblasti jemné organické syn-
tézy, p¥i pFipravs 16div a dileZitych biochemic-
kych sloudenin. Prednosti enzymaticky kataly-
zovanych reakci je, Ze vedou k chirdlng Cistym
produktiim, Aplikace enzymii se usnadni a eko-
nomicky zvghodni jejich imobilizaci na pevny
sorbent. Imobilizovany enzym na pevny sorbent
predstavuje nerozpustny katalyzator, ktery je
mozZno snadno odstranit z reakcni smési od roz-
pustného substratu a produktu a Znovu pouZit.
PIi pouZiti organického rozpousStédla nemisiciho
se¢ s vodou enzymy jsou lokalizované ve vodni
fazi na povrchu pevného sorbentu (nosice} a
jsou stabilizovany proti denaturaénimu ' a&inku
organickych rozpoustédel. Tim je ddna moZnost
katalyzovat i takové reakce, jako je syntéza
esterli, polymerace aminokyselin, cukrd apod.,
které mohou probihat v prostfedi organického
rozpoustédla. Pro praktickou aplikaci imobili-
zovanych enzymd je rozhodujicim &initelem po-
uZiti vhodného a laciného sorbentu, jakoZ i jed-
noduchého zptisobu provedeni imobilizace. To-
muto poZadavku vyhovuje zpiisob imobilizace
enzym podle pFedkladaného vyndlezu, podle
kterého se imobilizace provadi prostou sorbci
enzymii z jeho vodného roztoku na polymerni
sorbent o velkém aktivnim povrchu a o vhod-
né chemické struktufe sorbentu, kterd usnad-
Huje sorbci enzymu, Vzhledem k tomu, Ze kata-
lyzovand reakce probiha v organickém roz-
poustédle nemisicim se s vodou, nedochédzi k
uvolliovani enzymu lokalizovaného ve vodné
fazi na povrchu pevného noside. Tim odpada
hlavni nevyhoda preparatl imobilizovanych en-
zymd p¥ipravovanych pouhou sorbci, ze kte-
rych za pouZiti b&¥ného vodného prostredi kata-
lyzované reakce dochézi k uvoliiovani enzymu
do reakéniho roztoku. Daldi pfednost! popsa-
ného postupu je, Ze enzym je ve vodné fazi na
povrchu pevného nosice (sorbentu) zaroveit
chrénén proti denaturadnim uéinkiim organic-
kého rozpoustsdla.

V daldim je vynélez bliZe objasn&n na p¥ikla-
dech, které vSak rozsah vynéalezu nijak neome-
Zuji.

Priklad 1

Syntéza acetyl-L-tryptofanethylesteru z eta-
nolu acetyl-L-tryptofanu v dvoufdzovém systému
voda-chloroform katalyzovang chymotrypsinem
adsorbovanym na sorsilen

a) Pfiprava imobilizovaného chymotrypsinu
10 g odséatého, ve vods nabobtnalého sorsilenu
(2,7 g vihkého sorsilenu odpovidalo 1 g suché-
ho) bylo ekvilibrovdno 1M fosforetnanem dra-
selnym (pH 8). Po ukondeni ekvilibrace byl od-
sdty polymer suspendovan v 20 ml 1%nfho roz-
toku chymotrypsinu v ekvilibra&nim pufru (ak-
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tivita volného chymotrypsinu byla 0,61 jedn.
Aggonm/min a mg stanoveného pomoci roztoku de-
naturovaného hemoglobinu pii pH 8 podle An-
sona). Sorbce enzymu byla sledovana na zékla-
d& ubyvajici proteolytické aktivity vazebného
roztoku. Po 30 min. byl prakticky téme¥ veske-
ry enzym sorbovan na pevny sorsilen. Po odséati
a promyti ekvilibra¢nim pufrem byl imobilizo-
vany chymotrypsin pouZit ke katalyze esterifi-
kace acetyl-L-tryptofanu etanolem nebo byl ve
vlhkém stavu skladovén pii teploté +4°C. Pro-
teolyticka aktivita stanovena 9,6 jedn./min a g
vihkého prepardtu se neménila pri skladovani
pritb&hu sledovaného 1 maésice. Mnoizstvi chy-
motrypsinu sorbovaneého na sorsilen klesa se
stoupajic! hodnotou pH v rozmezi od pH 4 do
pH 9,5. Proteolyticka aktivita preparatu imobi-
lizovaného chymotrypsinu pfipravena analogic-
kou sorbci p¥l pH 7 byla proto vyssi (11 jedn./
/min. a g vlhkého preparatu).

b) Esterifikace acetyl-L-tryptofanu etanolem
Chymotrypsin adsorbovany na sorsilen (18 vih-
ké hmoty, sorbovany pfi pH 8 nebo 7) byl sus-
pendovan v 30 ml chloroformu obsahujim
5X10~3M (nebo 2,5X10-3M nebo 1,25X1073M)
N-acetyl-L-tryptofanu a 1M etanol. Suspense by-
la michéna za laboratorni teploty. Postup esteri-
fikace byl sledovan v alikvotnich podilech ode-
biranych ve 30 min. intervalech pomoci vysoko-
tlaké kapalinové chromatografie na koloné
SiC1g (250X3 mm, 75 % metanol/voda, 0,005 M
primarni fosforetnan amonny, 0,005 M BugN*Hs
PO4~, pH 7,5, pratok 1,5 ml/min., detekce 280
nm). Procento vyt&Zku esterifikace se zvySovalo
se stoupajicim zFedénim substratu. Pro 1,25
%10-3M acetyl-L-tryptofan byl vytszek 95 %, pro
2,5X10~3M 91 % a pro 5X10-3M 86 %. Ve zfedg-
nych roztocich bylo dosaZeno maximalniho stup-
nd esterifikace b&hem 2 aZ 3 hod. u koncentro-
vangj$ich roztoki acetyl-L-tryptofanu aZ za 6
aZ 8 hod. P¥i nejvysSi koncentraci substratu by-
lo mozno zvysit stupeii esterifikace z 86 % na
95 % rovnd# tim, Ze se pouZil prepardt imobili-
zovaného chymotrypsinu o vy3si aktivité (sor-
bovany pfi pH 7).

c) Izolace Ac-L-Tryptofan etylesteru
Roztok 35 mg N-acetyl-L-tryptofanu po 9 hod.
esterifikaci (provedeno postupem popsanym Vv
1b; pomoci HPLC urcen 90% vytszek) byl fil-
trovan p¥es sklen&nou fritu s vrstvou kiemeliny
a zachycena vrstva sorsilenu byla promyta 3X
%30 ml chloroformu. Roztok byl nalit do asligky
a tFepan 350 ml vedného roztoku NaHCO,;, pH
10. Organickd vrstva byla promyta vodou do
neutralni reakce, sudena Na,SO, a odpafena ve
vakuu. Ziskano 36,5 mg odparku, ktery byl dle
HPLC zcela cisty acetyl-L-tryptofan-etylester.

Ptiklad 2

Syntéza N-acetyl-L-tryptofan-etylesteru na sor-
silenu s nasorbovanym N-acetyl-L-tryptofanem.
g1 mg N-acetyl-L-tryptofanu bylo rozpudténo v

1 ml 05 M fostatovém pufru (pH 7,1). Do roz-
toku byl pfidan 1 g sorsilenu a suspense byla
odvzdusnéna za vakua (cca 13,33 Pa). Potom
bylo do suspense pfidano 10 mg chymotrypsinu.
Po 30 min. michani sm&si bylo pfidéno 25 ml
chloroformu obsahujiciho 0,1 M etanolu. Reakd-
ni sm&s byla michéana za laboratorni teploty. Po
10 hod. michéni bylo dosazeno 50% esterifikace,
po 30 hod. 75% esterifikace.

Priklad 3

Syntéza benzyloxykarbonyl-L-leucyl-L-fenylala-
nin metylesteru
Chymotrypsin sorbovany na sorsilen zplisobem
popsanym v piikladu 1aj (3,1 8 sorsilenu vlhké-
ho, na ktery byl sorbovan enzym pti pH 8, akti-
vita 9 jednotek na 1 g) byl suspendovan v roz-
toku 0,32 g benzyloxykarbonyl-L-leucinu a 0,27
g L-fenylalanin-metylesteru (50% moldrni pre-
bytek vi¢i derivatu leucinu) ve 100 ml chloro-
formu (p.a. stabilizovany 1% etanolu). Smés
byla michana 10 hodin p¥i teploté mistnosti. Po-
té byl pevny materidl, resp. imobilizovany en-
zym, rozmichan, resp. odcentrifugovan a rozmi-
chan v 10 ml chloroformu a znovu odcentrifugo-
van. Spojené chloroformové podily byly promyty
postupné 1M-HCI, vodou, 0,5 M NaHCO; a vodouy,
a nakonec odpafeny. Odparek byl p¥elit etylace-
tatem, roztok oddélen od polymerniho podilu
na stdnach a pFidavkem petroleteru vysrazen
produkt. VyteZek se pohyboval v opakovanych
pokusech mezi 20 aZ 30 % izolované krystalic-
ké 14tky o bodu tani 83—84°C, coZ je v dobrém
souhlase s autentickym vzorkem pFipravenym
klasickou chemickou cestou.

P¥iklad 4

Syntéza benzyloxykarbonyl-L-fenylalani-n-gly-
cin metylesteru
Byla provedena kondenzace benzyloxykarbonyl-
L-fenylalaninu s glycin metylesterem analogicky
jako v prikladu 3, ktera vedla k dipeptidu ben-
zyloxykar-bonyl—L-fenylalanin—L-glycin etylsteru
ve vytszku 20 % izolované latky o bodu téni
133—134 °C, ktery je v souhlase s bodem tani
autentického vzorku pripraveného klasickou
chemickou syntézou.

Priklad 5

Syntéza acetyl-L«tryptofa-nyl-L—leucinamidu
0,5 ml 0,5 M fosfatového pufru (pH 7,1) bylo
smichdno s 0,5 g sorsilenu a odvzdusnéno za
vakua. Po pfidani 10 mg chymotrypsinu byla
smés michana za laboratorni teploty po dobu
30 min. Pfitom bylo p¥idano 8 ml etylacetétu
nasyceného vodou ohsahujiciho 0,005 M acetyl-
L-tryptofanu a 0,008 M L-leucinamidu. ReakCni
smés byla michéna za laboratorni teploty. 0,5
ml alikvoty organické faze odebirané v hodino-
vych intervalech byly analyzovéany tenkovrstvou
chromatografii (desti€ky Silufol, systém chlo-
roform-etanol-konc. amoniak = 25:10:0,25). Sk-
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na o mobilit¢ R, = 0,65 byla vyfiznuta a eluo-
vana 4 ml etanoln, ve kterém byla méfena pak
absorbance p¥i 280 nM. Molarni koeficient ex-
tinkce acetyl-L-tryptofanyl-L-leucinamidu v eta-
nolu byl uvaZovan jako 6500. Po 24 hod. byl vy-
t8¥ek syntézy dosa¥en témé&F 60 %. Po sedminé-
sobném pouZiti sorbovaného chymotrypsinu si
prepardt udriel tém&F 50 % své plivodni akti-
vity.
Pfiklad 6

0,5 ml 0,5 M fostdtového pufru (pH 7,1) bylo
smichdno s 0,5 g APA sorbentu a odvzdusnéno
za vakua. Po pFiddni 10 mg chymotrypsinu byla
smés michdna za laboratorni teploty po dobu
30 min. Potom bylo pfiddno 8 ml etylace-
tatu nasyceného vodou obsahujiciho 0,005 M
acetyl-L-tryptofanu a 0,008 M L-leucinamidu. Re-
akéni smés byla michéna za laboratorni teploty.
0,5 ml alikvoty organické fdze odebirané v ho-
dinovych intervalech byly analyzovany tenko-
vestvou chromatografii (desticky Silufol, sys-
tém chloroform-etanol-konc, amoniak = 25:10:
:0,25) Skvrna o mobilité R;= 0,65 byla vy¥iznuta
a eluovana 4 ml etanolu, ve kterém byla méfe-
na pak absorbance p¥i 280 nm. Molarni koeficient
extinkce acetyl-L-tryptofanyl-L-leucinamidu v
etanolu byl uvaZovan jako 6500. Po 24 hod. byl
vytézek syntézy dosaZen téms&f 60 %. Po sedmi-
ndsobném pouZiti sorbovaného chymotrypsinu
si prepardt udrZel témét 50 % své plvodni akti-
vity.
P¥iklad 7

0,5 ml 0,5 M fosfatového pufru {pH 7,1) bylo
smichdno s 0,5 g PFO sorbentu a odvzdusnéno
za vakua. Po pFidani 10 mg chymotrypsinu by-
la smés michana za laboratorni teploty po dobu
30 min. Potom Dbylo pfiddno 8 ml etylacetatu
nasyceného vodou obsahujiciho 0,005 M acetyl-
L-tryptofanu a 0,008 M L-leucinamidu. Reak¢ni
sm&s byla michana za laboratorni teploty. 0,5
ml alikvoty organické faze odebirané v hodi-
novych intervalech byly analyzovany tenkovrst-
vou chromatografii [desticky Silufol, systém
chloroform-etanol-konc. amoniak = 25:10:0,25).
Skvrna o mobilité R;= 0,65 byla vyfiznuta a
eluovdna 4 ml etanolu, ve kiterém byla méFena
pak absorbance pfi 280 nm. Moldrni koeficient
extinkce acetyl-L-tryptofanyl-L-leucinamidu v
etanolu byl uvaZovdn jako 6500. Po 24 hod. byl

vytsZek syntézy dosaZen témé&F 60 %. Po sedmi-
ndsobném pouZitl sorbovaného chymotrypsinu
si preparat udrZel témg&f 50 % své ptvodni ak-
tivity,
P¥iklad 8

0,5 ml 0,5 M fosfatového pufru (pH 7,1) bylo
smichano s 0,5 g MLF sorbentu a odvzdusnéno
za vakua. Po pfidani 10 mg chymotrypsinu byla
smé&s miché&na za laboratorni teploty po dobu
30 min. Potom Dbylo pFiddno 8 ml etylacetatu
nasyceného vodou obsahujiciho 0,005 M acetyl-
L-tryptofanu a 0,008 M L-leucinamidu. Reakéni
smés byla michédna za laboratorni teploty. 0,5
ml alikvoty organické faze odebirané v hodino-
vych intervalech byly analyzovény tenkovrstvou
chromatografii {destiky Silufol, systém chlo-
roform-etanol-konc. amoniak = 25:10:0,25). Skvr-
na o mobilité R;= 0,865 pak byla vyFiznuta a
eluovdna 4 ml etanolu, ve kterém byla méfena
pak absorbance pfi 280 nm. Moldrni koeficient
extinkce acetyl-L-tryptofanyl-L-leucinamidu v
etanolu byl uvaZovan jako 6500. Po 24 hod. byl
vytéZek syntézy dosaZen témé&r 65 %. Po sedmi-
nasobném pouZiti sorbovaného chymotrypsinu
si preparat udrZel témsf 55 % své pivodni akti-
vity.
Piiklad 9 ,

0,5 ml 0,5 M fosfatového pufru (pH 7,1) by-
lo smichdno s 0,5g sorbentu na bazi blokového
kopolymeru polyetylenoxid-polykaprolaktam a
odvzduSnéno za vakua. Po pFidani 10 mg chy-
motrypsinu byla smé&s michdna za laboratorni
teploty po dobu 30 min. Potom bylo pfiddno 8
ml etylacetdtu nasyceného vodou obsahujiciho
0,005 M acetyl-L-tryptofanu a 0,008 M L-leucin-
amidu. Reakéni smés byla michéna za laborator-
ni teploty. 0,5 m! alikvoty organické faze odebi-
rané v hodinovych intervalech byly analyzova-
ny tenkovrstvou chromatografii (destifky Silu-
fiol, systém chloroform-etanol-konc, amoniak =
= 25:10:0,25). Skvrna o mobilité R, = 0,65 byla
vyfiznuta a eluovdna 4 ml etanolu, ve kterém
byla méfena pak absorbance p¥i 280 nm. Moléar-
ni koeficient extinkce acetyl-L-tryptofanyl-L-leu-
cinamidu v etanolu byl uvaZovan jako 6500. Po
24 hod. byl vytéZek syntézy dosaZen témeér 68
%. Po sedminasobném pouZiti sorbovaného chy-
motrypsinu si preparat udrZel témaF 58 % své
plvodni aktivity.

PREDMET VYNALEZU

1. Imobilizované enzymy pro katalyzu organic-
kych reakci, zejména pro katalytické reakce
provadeéné v organickém rozpou$tédle nemi-
sicim se s vodou, vyznadujici se tim, Ze enzy-
my jsou navézdny na polymerni sorbent, vy-
brany ze skupiny zahrnujici polyetylenteref-
taldt, polykaprolaktam, polyfenylenoxid, blo-
kovy kopolymer polyetylenoxidu a polykap-
rolaktamu a polykondenzat melaminu s for-

maldehydem, o specifickém povrchu 1 aZ 700
m?/g.

2. Zpiisob vyroby imobilizovanych enzymf po-
dle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se imobili-
zace enzymi na polymerni sorbent provadi
prostou sorbci enzymi z vodného roztoku o
pH prostiedi 4 aZ 10, p¥i teplot& 1 aZ 40°C,
po dobu 0,1 aZ 48 hodin.
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