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(54) Zptisob pripravy imobilizbvanich enzymi

Vyndlez se tykd imobilizovanych enzy-

mi na mikreporézni polymery a zplisobu je-
Jjich vyroby.

Podstata imobilizovanych enzymi po~
dle vyndlezu spoéiva v tom, Ze polymerni
nosi&, vytvofeny napifiklad na bézi pely-
etylenterefaldtu, polykaprolaktamu, poly-
fenylenoxidu, ma mikroporézni strukturu
o specifickém povrchu od 1 do 700 ma/g.
Pedstata zplsobu vyroby imobilizovanych
enzymi podle vyndlezu spoéiva v tom, Ze
se na polymerni nosi¢ bud nejprve sorbuje
enzym, ktery se dale zesifuje, nebo se
nejprve sorbuje sftovaci &inidlo a vznik-
1y produkt se nechd reagovat s molekulami
enzymi. Je v8ak také moiné sorbovat na
polymernf nosié sifovaci &inidlo, na kte-
ré se vaZiou enzymy, jei se znovu zesfituji
sifovacim &inidlem. Imobilizace enzymii se
miize provadé&t pri teploté 1 aZ 40 ° a pH
prostifedi od 4 do 10 po dobu 0,1 aZ 48 ho-~
din,
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Vynélez se t§kad zpisobu pfipravy imobilizovanych enzymi sestdvajicich z polymerniho
noside, ha ktery jsou navadzany zesifované molekuly enzymi.

Mikroporézni polymery o vysokém aktivnim pquchu, vhodné pro imobilizaci enzymi, se
pfipravuji tak, Ze se polymer rozpusti v roztaveném rozpoustédle a po ochlazeni rozteku na
kompaktni hmotu, kterd se podrobi k daliimu mechanickému zpracovédni, a tavné rozpoustédle
se dekonale vyextrahuje z polymerni struktury extrak&nim-&inidlem, které dobfe rozpeusti
tavné rozpoustédlo a neatakuje pelymer. Ziskd se polymer obvykle v pradkové formd s mikro-
porézni strukturou.

Timto postupem byl pfipraven polymerni sorbent na bazi polyetyléntereftaldtu za pouZi-
t{ 6-kaprolaktamu jake rozpoustédla a vody jako extrakénfhe &inidla. Specificky povrch
u pfipraveného sorbentu tvoifeného polyetyléntereftaldtem se pohybuje ebvykle odA70 do
80 mz/g. velikost &astio &ini 30 aZ 30 um. Polyetyléntereftaldt je bilé préskoviti hmota,

8 dobrou chemickoy a fysikélni stabilitou, o bodu téni 255 °c.

Mikroporézni sorbent na bidzi poly-6-kaprolaktamu se dosud pfipravoval rozpusténim po-
lykaprolaktamu v kaprolaktamu, pfi teploté 200 °C, Jako extrakéni &injdle pro kaprolaktam
se pouiivd voda. Tento sorbent ma specificky povrch kolem 15 m2/g a stfedni primér sféric-
kych &astic &in{ 100 & s pravidelnou mikroporézni strukturou. Tyto sorbenty jéou chemicky
a fyzikélnd stilé a majf bod téni 210 °C.

Sorbent na bézi pely-2,6-dimetylfenyloxidu se pfipravuje za pouziti kaprolaktamu jake
rozpou$tédla pri teplotd 145 °% a extrakéniho &inidla vody. Tento sorbent mi4 pravidelnou
mikroporézni strukturu s tizkou distribuci pord o specifickém povrchu 600 mz/g.

Dosud zndmé zplisoby mobilizace Ffady enzymd na ridzné nosiée jsou ndkladné a pFipravené
enzymy maji nizkou aktivitu vzhledem ke hmotnosti a kréatky polodas aktivity.

Dosavadnf{ nedostatky v mobilizaci enzymb na polymery edstranuje tento vynilez. Pedsta~-
ta vyndlezu spodiva v tom, %e se enzym pi'i teplotd od 1 do 40 % a pH prostied{ od 4 do 10
navazuje po dobu 0,1 aZ 48 hodin na polymerni nosié&, s vyhodou na bazi polyetyléntereftals-
tu, polykaprolaktamu a pdlyfenylenoxidu, 6 specifickém povrchu od 1 do 700 me/g. Enzym se
miZe nejdfive navédzat na polymerni nosi&, nadeZ se zasifuje, nebo se na sorbent adsorbuje
nejdiive sitovaci &inidlo, s vyhodou glutaraldehyd, hexamethylendiisokyanat, divinylsulfen,
nadeZ se vznikly produkt nechd reagovat s molekulami enzymi, nebo se na polymerni nosid
sorbuje nejdfive sffovaci &inidlo, na vzniklou kompesici se navdZou enzymy a znovu se zesfi-
tuji sflovacim &inidlem.

Pfi praktické realizaci se polymerni nosié& o vhodné velikosti &4stic a vhodné velikosti
vnitfnich pord (podle charakteru imebilizovaného enzymu), majici schopnost absorbovat bil~
koviny, zbavi nedistot promytim istojem o nfzké molarité a pi'i pHi optimélnfim pro stabilitu
enzymu urdeného k imobilizaci. Promyty polymerni sorbent se pifevrstvi roztokem siiovaciho
¢inidla, napf. glutaraldehydem, hexametylendiizokyanitem, divinylsulfonem v tstojném rozto-
ku o pH optimdlnim pro stabilitu imobilizovaného enzymu a tfepe se pFi vhodné teploté (eb-
vykle 20 - 40 °c) po dobu postadujici k proniknutf{ sffovaciho &inidla do mikroporézni
struktury polymerniho sorbentu a jeho adsorbci na povrchu sorbentu, 0,5 - 1 hod.

Nosié s adserbovanym sifovacim éinidlem se odsaje a pievrstvi roztokem enzymu v tlstro-
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Ji o pH optimdlnim pro jeho stabilitu. Takto pfipravend suspenze se tfepe pfi vhedné teplo-
té (podle stability imobilizovaného enzymu) po destateénd dlouhou dobu, aZ probshne sffova-
ci reakce do poZadovaného stupné. Po skonéeni reakce se sorbent s imobilizovanym enzymem

! promyva stiidavé listojem o vhodném pH a dstojem obsahujicim 1 M NaCl aZ do negativni reak-
ce na sitovadle a volny enzym v promyvu.

Pro enzymy, které se snadno serbuji na dany sorbent, l1ze pouZit epadnéheo postupu, to
jest promyty sorbent se nejdiive pifevrstvi roztokem enzymu, nechd uréitou dobu sorbovat.a
pak se teprve dodd do suzpenze roztok glutaraldehydu k prevedeni zesiténi nasorbevanych mo-
lekul enzymu. Dalsi modifikace postupu spoéivd v tem, ie’se sitovaci &inidlo aplikuje dva-
krat, éo jest nejprve se nasorbuje &inidlo na polymerni nosid, potom se nechi reagovat
s enzymy a nakonec se k systému pfidd znovu sifovaci tinidlo a ponech& k reakci,.respekti~
ve k zesiténi molekul enzymi. Ziskany imobilizovany enzym se po stanoveni enzymové aktivi-
ty ihned pouZije nebo se vhodné stabilizuje a skladuje ve formé suspenze ve vhodném iistoji
za sniZené teploty.

Polymerni sorbenty maji vysoké sorbéni vlastnosti pre vétéinn bilkovin, Vztah mezi
mnoZstvim sorbovaného enzymu a pH prostredi je pro rizné enzymy rizny. Jednotlivé enzymy
se roevnéd? lis%f v pevnosti sorbéni vazby k témuZ polymernimu sorbentu. Sifovaci proces enzy-
mi glutaraldehydém na nosiéi lze schematicky znézornit, respektive vysvétlit takto: Aldehy-
dické skupiny glutaraldehydu reaguji pfedevéiﬁ s aminoskupinami na povrchu bilkeovin za

tvorby Schiffovy baze podle reakéniho schématu:

1
CH

e
7 NH, ~ N =
::1H§:NH ::IHI;.N = CH
-l 2 CcHO - (CHy), - CHO — g (CHy) 5
jjlﬂtjuua , ::[B[:N - CH
j_ NH2 ; N = {EH

Reakce probih& v Sirokém rozmezi pH, to jest od 5 do 9., ZvySend stabilita vzniklych
vazeb mezi jednotlivymi bilkovinami je podstatn& vét8i neZ stabilita jednoduché vazby
Schiffovy baze. 0 objasn&ni tohoto rozdilu se sna%ila fada autord (F, M. Richarda a
J. R. Knowles, J. Mol., Biol.37 (1968) 231; P. Monsan et al., Biochemie 57 (1975) 1281;

P. M. Hardy et. al., J. Chem. Soc. Perkin (1976) 958; S. Branner-~Jorgensen, Ensyme Engi-
neering 4 (1978) 393).

Pfi porovnani navrienych teorifi byl udinén zévér, Ze vazba mezi molekulemi enzymi je
typu Schiffovy bize, kterad je vSak stabilizovdna nékolikandsobnou vazbou jpofetnych lysino-
vych zbytkd ng»povrchu bilkovin, které stabilizuji iminové vazby proti hydrolyze. Daldim
stabilizaénim efoktem miZe byt tvorba cyklickych hydratd, jako napifiklad:

Bilkovina-HN. NH-Bilkevina

V§slednd vzajemnd vazba bilkovin se vyznaluje tudiZ vysokou stabilitou,
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Jednoduchy zpisob pFfipravy védzanych enzymi za pouZiti pomdrné laciného a dostupného
polymerniho nosiéé i dostuﬁnych dalsich sloZzek je velkou pifednosti vyndlezu proti dosud po-
psanym 1mobilizovanym enzymim., PFitom enzymy imobilizované na mikroporézni polymer pndle
vyndlezu maji vysokou aktivitu, zvySenou stabilitu a moZnost opakovaného pouZivdni. Pri po-
uzit{ v kolonovych neb9 Jjinych typech enzymovych reaktord ddvaji moZnost kontinudlni kata-
1¥zy. Imobilizované enzymové derivaty maji dobrou mechanickou pevnost a nejsou napadény mie-
kroorganismy. Svoji jednoduchou a lacinou pFfipravou i.dobrymi vlastnostmi ddvaji moZnost
ekonomicky vyhodnych aplikaci.

' Zpisob pifipravy imobilizovanyéh enzyml na polymern#ch-sorbentech podle vyndlezu je

bliZe popsan v nadsledujicich pfikladech.

Piiklad 1. _ ' P

Pragkovity mikroporéznf polyetyléntereftaldt o specifickém povrchu 65 ma/g se.po dekantaci
vodou promyje 0,1 M fosfdtovym ustojem pH 6,9; pak prevrstvi 10% roztokem glutaraldehydu

v uvedeném istoji. Vzniklé suspenze se tfepe nebo mich& pfi teplot& 37 °c po dobu 1 aZ 5
hodin. Nezreagovany glutaraldehyd se odstrani promyvanim sorbentu 0,1 M fosfdtovym tistojem.
Nosi& s adsorbovanym sifovadlem se prevrstvi syfidlem, pfipravenym z telecich Zaludki.
Reakce pak probihd pifi teploté 4 o po dobu 6 az 12 hodin. Po skonéeni reakce se inobilizo-
vané syfidlo zbavuje volného enzymu stfidavym promfvanim 0,05 M fosfatovym distojem pH 5 a
tymZ dstojem obsahujicim 1 M NaCl aZ do negativni reakce na pfitomnost prom§vanych iétek.
Takto pfipravené imobilizované syFidlo obsahovalo asi 25 mg bilkovin na 1 g suchého nosite
pfi 20 - 40% zachované enzymové aktivité. Timto prepardtem lze srédZet mléko oddélenim pri-
marni a‘sekundérni fdze sylfeni.

Imobilizovaﬂym syridlem lze realizovat prvni fézi, to jest enzymové Stépeni H-kaseinové
‘frakce, pii sniZené teplotd (aZ do 25 °c). Néslednym zvySenim teploty mléka, oSetfeného
imobilizovanym enzymem, na 35 °c dojde k vysrdZzeni mléka. Tak napiiklad prfi 1S5minutovém
priibéhu primadrni féze sy¥feni pifi 25 % dojde po zvySeni teplety mléka na 37 % k Jeho vy~
sraleni b&hem jedné minuty pFi pouziti{ jednoho gramu imobilizovaného enzymu na 50 ml mléka.

Priklad 2. i

Polykapfolaktamovy sorbent o specifickém povrchu 15 m2/g byl premyt stejnym zplsobem a
aktivovdn, jak bylo uvedene v prvém prikladu. Tekuté klasické syiridle po red&ni 0,1 M fos-
tatovym tstojem pH 6,9 bylo smichéne s aktivovanym nosidem a tiepano pii 10 °C po dobu 2
az 8 hod. Byl ziskan prepardt s obdobnymi vlastnostmi, jak bylo uvedeno v piikladu 1.

Pfiklad 3. _

K lig polyetyléntereftaldtu o specifickém povrchu 70 m2/g. upraveného postupem uvedenym

v pifikladu 1, bylo pfidédne 10 ml roztoku invertasy fedé&né 0,05 M fosfdtovym istojem pH”5.
Fixace enzymu na sorbent probihala pfi 4 °C po dobu 8 aZ 16 hod. Imebilizovany enzym byl
-pak promyt stejnym postupem jako v pifikladu 1. Byly ziskény preparity o aktivité 30 a2

60 kat/g suchého nosite a majici{ 80 ~ 98 % zachované aktivity. MnoZstvi navédzané bilkoviny
kolisale v rozmezi 5 aZz 15 mg/g noside podle &istoty peuZitého preparétu..Pfi kontinudln{

inversi sacharosy v nepfetrZitém provozu byl poloéas imobilizovaného enzymu nejméné 22 dni.
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Pfiklad 4.

Nalg polyety}éntereftalétu o specifickém povrchu 70 mz/g. ktery byl upraven postupem uve-
denym v pfikladu 1, byl nalit roztok ureasy v 0,1 M fosfatovém tistoji pH 6,0. Fixace enzymd
na nosié probihala pri 4 % po dobu 12 aZ 16 hod. Po skonleni reakce byl imobilionany en-
zym promyvan stfidavé 0,01 M fosfatovym Gstojem pH 6,0 a tymZ tistojem obsahujicim 1 M NaCl
aZ do vymizeni aktivity ureasy v promyvu a reakce na volny glutaraldehyd. Promyty imebili-
zovan§y enzym byl znovu ponechan k sffovac{ reakei s glutaraldehydem. Podle mnoZstvi bilke-
viny v roztoku pfi vazebné reakci se podafilo navazat 50 aZ 100 % bilkoviny. MnoZstvi nava-
zané bilkoviny é&inilo aZ 96,8 mg/g noside pri aktivité 4345 kat/g nosife. Purifikaci enzymd

by bylo moZno aktivitu imobilizovaného enzymu je§t& podstatné zvysit.

Priklad 5
15 g dekantovaného polyetyléntereftaldtu vodou (cc# 15,5 g suchého polymeru bylo suspenzo-
véno ve 27 ml 0;1% roztoku papainu o proteolytické aktivité 0,8 jedn; Aasonm/min.mg - sta-
noveno pomoci roztoku denaturovaného hemoglobinu pH 6 pri 37 oC. v 0,1 M fosfatovém pufru
pH 6,5 obsahujicﬂm cystein (100 mg/100 ml) k ochrand volné skﬁpiny papainu nutné pro akti-
vitu. Po jednohodinovém michan{ za teploty mistnosti byly do suspenze pfidény 3 ml 25%
vhodného roztoku glutaraldehydu (vf§slednd koncentrace glutaraldehy&u v suspenzi 2,54%) a
michdno dal$i 1 hod. Po ukondeni vazby bjl imobilizovany paﬁain promyvan 0,1 M fosfitovym
istojem, pouzivanym pfi vazb& s 0,5 % roztokem serumalbuminu v 0,1 M fosfdtovém dstoji pii
6,5, k urychleni vymyti proteasy. (zinnost prnmyvéni byla sledovdana na zdkladé stanovovéani
proteolytické aktivity v promyvkdch., Proteolyticka aktivita promytého.preparatu byla stano~
vena 6,8 jedn.Aaaonm/min.g suchého vzorku. MnoZstvi navdzaného papainu stanoveného na z4-
kladé aminokyselinové analjyzy kyselého hydrolyzatu imobilizovaného prepardtu bylo 36,6 mg.
papainu na g suchého vzorku sorsilenu. Na z8kladé téchto hodnot byla relativni proteoly-
ticka aktivita imobilizovaného enzymu k aktivité vdzaného mnoistvi enzymu v roztoku vypo-

étena 23,2 % (aktivita rozpustného papainu byla 0,8 jedn.A28°nm/min.g).

Priklad 6.

15 g dekantovaného a odsdtého polyfenylenoxidového sorbentu o specifickém povrchu 560 m2/g
bylo suspendovdno ve 30 ml 5% vodného roztoku glutaraldehydu a michéno za teploty mistnosti
2 hod. Po odsati byl polymer suspendovén ve 27 ml 0,1% roztoku papainu a vazba byla déle
provadéna stejnd, jak bylo popséno v pifikladu 5. Proteolytickd aktivita promytého preparé-
tu byla stanovena 4,4 jedn.Azso nm/min.g suchého vzorku. MnoZstvi naviazaného papainu, sta-
novené na zaklads aminokyselinové analyzy kyselého hydrolysatu imobilizovaného preparétu, .

‘bylo 26,4 mg/g. Relativni proteolytick4 aktivita éinila 20,8 %.

Priklad 7. ) ‘

15 g dekantovaného a odsatého polykaprolaktamovéhe sorbentu o specifickém povrchu 16 m2/g
bylo suspendovéno v 30 ml 0,1% roztoku chymdtrypsinu v 0,04 M tris (hydroxymethyl) amino-
methan-HC1 pufru pH 8,0. Po 1 hod. michdni pii teplotd 4 o bylo pfidane 10 ml 0,1% rozto-
ku hexamethylendiisothiokyondtu v acetonu a michdno dalsfch 24 hed. Po ukon&eni vazby pre-
parat promyvan 1 M NaCl, az v eludtu nebyla detekovatelnid proteolytickd aktivita a eluét
nevykazoval absorbanci pfi 280 nm. Na zdkladé aminokyselinové analyzy kyselého hydrolyzédtu
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imobilizovanéhe chymotrypsinu bylo stanoveno 15,6 mg bilkoviny, navdzané na 1 & suchého

vzerku., Proteolytickd aktivita stanovena pomoci roztoku denaturovaného hemoglobinu pH 8

byla 1,4 jedn.Aasonm/min.g suchého prepuréty. esterolytickd aktivita, stanovenid pomoci

roztoku N-acetyl-l-tyrosinethylesteru, byla 1060/umolﬂ/min.g suchéhe vzorku. Relativni

proteolyticka aktivita = 26,4 % (proteelytickd aktivita volného chymotrypsinu = 0;34 Jjedn.

AzéOnm/min.mg), relativn{ esterolytické'aktivita = 51,5 5%, esterolytickd aktivita volné-

he chymotrypsinu stanovend pomoci N-acetal-l-tyrosin etylesteru = 132 umoli/min. mg.
M

PREDMET VYNALEZU
Zptsob pifipravy imobilizovanych enzymii sestdvajicich z polymerniho noside, na ktery jsou
navézény zesitované molekuly'enzymﬁ. vyznaéujici se tim, Z%e se enzym prfi teploté od 1
de 40 °C a pH prostiedi od 4 do 10 navazuje po dobu 0,1 aZ 48 hodin na polymerni noéié.
8 vyhodou na bézi polyetyléniereftalétu, polykaprolaktamu a polyfenylenoxidu, o speci-
fickém povrchu od 1 do 700 m2/g.

Zplisob podle bodu 1, vyznacujici se tim, Ze se na;xnymerﬁi nosié nejdfive navaZe enzym,

2.
nadeZ se nayézany enzym zesituje.

3. Zpiisob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se na sorbent adsorbuje sitovac{ &inidlo,
8 vyhodou glutaraldehyd, hexametylendiisokyanat, divinylsulfon, nade% se vznikly pro-
dukt nechd reagovat s molekulami enzymi.

4. Zpisodb podle bodu 1, vyznalujici se tim, Ze se na polymerni nosié nejdfive sorbuje si-

tovaci &inidlo, na vzniklou komposici se navéZou enzymy a znovu se zesitujf{ silovacim

éinidlem,
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