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7. Seznam pouzitych zkratek



1. Cile prace

= Provést literarni reSersi na téma lipasa, imolikzanzymi a magnetick&astice jako
neporezni noge pro imobilizaci enzyin
= Imobilizace lipasy na neporézni magnetické ¢mgnano a mikréastice)

= Stanoveni vlastnosti volné a imobilizované lipagyaséiho pankreatu



2. Uvod

Cena enzyiin vyuzivanych v biotechnologickych procesechzm byt pordrné vysoka.
V biotechnologiich se pouZiva cdidda fiznych enzym, které katalyzuji vyznamné chemické
reakce. Zdroji &chto enzynmi mohou byt rostliny, Zivéichové ¢i mikroorganismy. Mikrobialni
enzymy jsou dnes veln@asto pouzivané, protoZze rekombinantni technologi@omrganisni
umoiuje pipravit enzym podle poZadovanych vlastnostiileditou #idou enzym jsou
hydrolasy, jenZ se pouZivaji hlavrv pramyslu. Mezi hydrolasy péit lipasa hydrolyzujici
triacylglyceroly na mastné kyseliny, diacylglyceroimonoacylglyceroly a glycerol. AvSakip
zvoleni spravného mnozstvi vody v réak snési, mize byt snir reakce posunut k syntéze.
Syntetické reakce s pouzitim lipasy se upldthlavre ve farmaceutickém pmyslu k syntéze
riznych estar. Lipasa se v dneSni ddbhodré pouziva k vyrob biopaliv. K imobilizaci
enzymi na pevné no&e vedou pedevSim vysoké naklady na izolaci a purifikaci eniy
protoZze imobilizovany enzym lze pouZit opakovaalSimi gednostmi imobilizace jsou
snadné odstr&ni enzymu z reali snesi, zvySena stabilita enzymu nebo jednodu&Eni
enzymové reakce. N&gstjSimi zpisoby imobilizace jsou kovalentni navazani nebo gutso
Novym trendem v imobilizaci enzyinje jejich imobilizace na neporézni nasia to pedevsim
na magnetické nawastice resp. mike@stice, které umdaidiji separaci imobilizovanych

enzymi pomoci magnetického pole.



3. Teoreticka ¢ast

3. 1. Lipasa

Lipasy pati do enzymovéitdy hydrolas (EC 3) isobici na esterové vazby (EC 3.1)
estefi karboxylovych kyselin (EC 3.1.1) hydrolyzujici dcylglyceroly na mastné kyseliny,
diacylglyceroly, monoacylglyceroly a glycerol (Jpke et al., 2008) a je zndma jako
triacylglycerol hydrolasa (EC 3.1.1.3). Lipasyt8inou katalyzuji hydrolyzu triacylglycertl
které obsahuji mastné kyseliny s dlouhyettzcem. Bedstavuji velmi vyznamnou skupinu
biokatalyzatoit pro biotechnologické aplikace. Z rychlym rozvojenmezymovych technologii se
dnes dostava hoédnpozornosti mikrobidlnim lipasam. Existuje mnohgak s odliSnou
substratovou specifitou, ale pédmé malo enzym bylo izolovano «isté forné a
vykrystalovano a je malo informaci o jejich struletia funkci. V roce 1856 Claude Bernard
poprvé objevil lipasu vetavach pankreatu, které hydrolyzovaly kdpi oleje a byly tak
rozpustné. Lipasy byly tra¢h¢ ziskdvany ze slinivky ziat a byly pouZivany jako prastek
pro podporu traveni, kiuc¢isté nebo v surové sfs s jingmi hydrolasami. R@teni zajem o
mikrobialni lipasy byl zpsoben pedevsim zdvodu nedostatku lipasy ze slinivky a jeji
problematickou izolaci (Hasan et al., 2006). Vymng podil na pimyslovém enzymovém
trhu maji hlavi hydrolytické enzymy, jako jsou proteasy, amylaayidasy, esterasy a lipasy.
Vzhledem ke svym mnohostrannym vlastnostem nachawgyziti v Sirokém spektru
primyslovych aplikaci nap potravindské technologii, detergentech, chemickéranprsiu a
biomedici (Gupta et al., 2004).

3. 1. 1. Vyskyt lipas

Lipasy jsou vSudyfitomné v pirod¢ a jsou produkovany rostlinami, Zzi&ichy a
mikroorganismy. Rostlinné lipasy nejsou kotme&r vyuzivany narozdil od Ziwisnych a
mikrobialnich. Nejvyznam$Sim zdrojem lipasy je slinivka skotu, ovci a ptaséevyhodou
zviteci pankreatické lipasy je, Ze je izolovana z peatického extraktu, ktery obsahuje dalSi
enzymy, pedevSim trypsin. Rowiz miZe obsahovat i zbytky Vir hormori atd. Z tohoto
divodu jsou mikroorganismy hlavnim zdrojemimyslow vyraknych lipas (Vakhlu a Kour,
2006). Extracelularni bakteriélni lipasy maji &amakomeeni vyznam, protoZe jejich vyroba je
mnohem snazsi a lipasy jsou stafjdn Komeené jsou vyuZivany volé Zijici nebo
rekombinantni kmeny (Gupta et al., 2004). Biosféravliadana mikroorganismy, alétsina
Z téchto girodnich druli nebyla zkoumana. Je to hlavproto, Ze jediny zjsob, jak spolehli&
charakterizovat mikroorganismus, byla izolatsté kultury. Drtivou ¥tSinu mikroorganisrin

piitomnych v prosedi nelze kultivovat v laboratoa odhaduje se, Ze asi néénez 1 % bylo
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identifikovdno (Gupta et al., 2004). Kvasinky jspouzivany v potravindtvi uziadu let a je

s nimi snadgSi manipulace nez s bakteriemi (Vakhlu a Kour, @00Zejmé negastji
pouzivanou lipasou je lipasa z kvasin€endida rugosa. DalSi dilezité mikrobialni rody
produkujici lipasu jsouAchromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia,
Chromobacterium a Pseudomonas. Lipasy z bakterii rodéPseudomonas jsou Siroce pouZivané
pro rizna od¥tvi biotechnologie (Vakhlu a Kour, 2006). Na chidhptované mikroorganismy
jsou také potencionalnim zdrojem enzymu. Lipasaviakipii nizkych teplotach Zandida
antarctica byla pouZzita ve farmaceutickém, chemickém a patgiském ptmyslu. Tyto
bakterialni druhy byly fevazri izolovany z antarktickych a polarnich oblasti, kg¢a stabilni
teplota 0 £ 2 °C. Ve vodnim sloupci ledovéhotembyl zaznamenan vysoky q&i bakterii (asi
10°. mI* — 1¢. mI™"). Ledovce a hory jsou také domovem mikroorgarigmodukujicich lipasu
aktivni @i nizkych teplotach, stejnjako zemd a led v Alpach (Joseph et al., 2008).
Hypertermofilni mikroorganismy jsou definovany jakaikroorganismy s optimalni teplotou
rastu nad 80 °C (Levisson et al., 2009). Byly izoloya mdi i ze zend a staly se potencionalni
zdrojem lipasy. Zdrojem mohou byt na siru bohatéla (pH v rozmezi mirh zdsadité az
extrémmrt kysel€), horké prameny, hydrotermalnipy na dé oceari. Tyto mikroorganismy
tak maji velkou fyziologickou rozmanitost rfappd aerobni respirace k methanogenni atd.
(Levisson et al.,, 2009). S touto vysokou optimé&klotou niZze byt lipasa za zachovani
aktivity pouZzita v procesechkde jé této vysoké teplotyetba. Zdroje lipas jsou uvedeny
v Tab.1.

Tab.1 Zdroje lipas z Ziva&ichi, bakterii a vlaknitych hub (Vakhlu a Kour, 2006).

Zdroj izolovana z

lidsky pankreas

7ivo cichové ko iisky pankreas
prase cipankreas
pankreas z mor  cete

Rhi zonmucor nei hei
Penci | | i um canberti
Humi col a | anugi nosa
Rhi zopusoryzae
vlaknité houby Aspergi | | us niger
Candi da rugosa
Candi da antarctica Lipase A
Candi da antarctica Lipase B
Geotri chi um candi dum
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Chr onobact eri um vi scosum

Pseudonmonas cepaci a

Pseudonmonas aer ugi nosa

Pseudononas fl uorescens
bakterie Pseudononas fragi

Baci | | us t hernocat enul at us

St aphyl ococcus hyi cus

St aphyl ococcus aereus

St aphyl ococcus epiderm di s

3. 1. 2. Vlastnosti lipas

VétSina lipas mze pisobit v Sirokém rozsahu pH a teplot, i kdyZ alkedidakterialni
lipasy jsou BZrejSi. Maji vysokou stabilitu v organickych rozpotdiech (Gupta et al., 2004).
Lipasa se v firod chova jako hydrolasa v biodegradaci, ali&enbyt vyuZita i v bioorganické
syntéze. Reakce se provadi v pifedt s malym mnoZstvim vody, kterdepede rovnovahu
reakce k upednostini syntézy ped hydrolyzou (Singh et al., 2007). Katalyzuje ceiadu
reakci jako je hydrolyza , interesterifikace, &lkityza, acidolyza a esterifikaceti Rydrolyze
lipasa hydrolyzuje esterové vazby mastnych kyseliracylglycerolu za uva@lovani volnych
mastnych kyselin (Gandhi, 1997). Tato reakce gversibilni a sir reakce zavisi na mnoZzstvi
vody vreaknim médiu. Lipasy ziznych zdroj jsou velmi fiznorodé s ohledem na
specifénost, sekvenci aminokyselin a katalytické vlastnast zaklad inhibice enzymové
aktivity chemickou modifikaci, byly lipasytpodre klasifikovany jako serinové hydrolasy.
Serin se ukazuje jako konzervativni doménaetstavuje spotmy rys lipas (Vakhlu a Kour,
2006).

Dilezité @i praci s enzymy je také zvoleni vhodného rozpsulidt které ovlivni aktivitu
enzymu. PouZziti terciarnich alkoliote jevi jako vyhodné, nebaejsou substratem lipasy,
nemaji silny deaktiveni (€inek a lehce se daji odstrariRozpou&dla nesmi byt toxicka. iP
pouziti vodného prostdi se musi zvolit sprAvné mnoZstvi vody, aby redkgla posunuta
k syntéze nebo hydrolyze (Villeneuve 2007). LiplsypouZit i v organickych rozpogégtech,
coz je pro jejich pouziti velmi vyhodné. Jejich &sgticka aktivita je vSak ve&sSine pripadi o
nekolik radi nizsi, nez ve vodném prosti (Rahman et al., 2004).

Bakterialni lipasy jsou d&sSinou extracelularni a jsou velmi ovligmy vyZivou a
fyzikalné-chemickymi faktory fisobici na tyto mikroorganismy. Je to hagitomnost lipid,
anorganickych soli, michani, koncentrace rozméfio kysliku, teplota, pH a mnoZstvi
dusikatych a uhlikatych zdffojVlastnosti bakterialnich lipas jsou zavislé ngamismu z 8hoz
pochazi. Rzna je teplotni stabilita i pH. 8které bakterie jsou uagobené pro zasadité, kyselé
nebo neutrélni pH, jiné jsou aktivni ve velkém rezinpH (rtkteré bakterie rodBacillus, pH 3
—12) (Gupta et al., 2004). V Tab.2 je uvedetkotik prikladi lipas a jejich skteré vlastnosti

(pH optimum, teplotni optimum, molekulovd hmotnasizymu, substratova specifita aj.).
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Tab.2 Srovnani rékolika lipas.

M pH teplotni

zdroj lipasy (kDa) optimum optimum (°C) substratova specifita literatura

Ar chaeogl obus ful gi dus 51 11,0 95 pNP-C10 (2I6e0v9|§son etal,

Bacillus subtilis 168 19 9,9-10 35 preferuje C8 mastné kyseliny, 1,3 (Gupta et
regiospecificka al.,2004)

Baci |l | us . L (Gupta et

t her nool eovorans 1D-1 34 7.5 & Siroky rozsah al.,2004)

. . Lo . , (Benjamin a
Candi da rugosa 60 8,0 30 dlouhé ret &zce triacylglycerol ol Pandey, 1998)
Candi da antarcti ca (Lip- 36 nebo 8.0 35 kratk(_a nebo st redni ret &zce mastnych (Adamczak, 2003)
B) 52 kyselin
Pseudononas aer ugi nosa 29 90 50 preferuje C18 mastné kyseliny, 1,3 (Gupta et
EF2 ' regiospecificka al.,2004)

. 8,0 - _ 1 . . (Gupta et
Serratia nmarcescens 52 9.0 37 Kn= 1,35 mmol.l pro tributyrin al.,2004)

) preferuje kratké ret &zce triacylglycerol (Gupta et

St aphyl ococcus aur eus 46 6,5 a pNP estery (kaprat) al.,2004)
St aphyl ococcus 45 8,5- 28 vysoka aktivita pro tributyrin, (Gupta et
haenol yti cus 9,5 triproprionin, trimyristin a pNP kaprylat al.,2004)
Ther nosynt ropha i (Levisson et al.,
i pol yti ca (Lip-A) 50 9.4 96 PNP-C12 2009)
Ther mosynt r opha i (Levisson et al.,
i pol yti ca (Lip-B) 57 9.6 96 PNP-C12 2009)
Krocan (pankreaticka 45 8,5 37 dlouhé ret &zce triacylglycerol ! (Sayari etal.,
lipasa) : 2000)




3. 1. 2. 1. Struktura

Lipasy se skladaji z jednoduchych domén a madj hydrolasovou konformaci Obr.1.
Zakladem &chto struktur je alfa / beta list (spiSe neZ baaefbsahuje osm vlaken spojenych
helixy (Joseph et al., 2008). Aktivni misto lipasZandida antarctica obsahuje katalytickou
triddu Ser 105 — His 224 — Asp 187, ktera §&na pro vSechny serinové hydrolasy, kde serin
ptsobi jako nukleofil, histidin jako basické reziduwamasparagova nebo glutamova kyseliny
jako kyselé reziduum (Joseph et al., 2008jstBp k aktivnimu mistu této triady je kryt
mobilnim vikem, které toto misto otevird nebo zawirzavislosti na aktivni nebo neaktivni
konformaci enzymu. Aktivace ide byt vys¥tlena otevenim tohoto vika ve strukte enzymu
do prostedi. Lipasa s otégnym vikem je aktivni forma enzymu a umoje substratu ifsstup
do aktivniho mista. Vazebné misto pro substrat aehdwi uvnit kapsy na vrchniéasti
centralnihop-listu. Velikost a geometrie vazebného mista dav#ymu substratovou specifitu
(Joseph et al., 2008).

Lipasy fiznych organisrin se velmi liSi velikosti molekuly 20 — 65 kDa.&t€ina
extraceluléarnich lipas z kvasinek jsou monomerykaproteiny s molekulovou hmotnosti 33 —
65 kDa (Vakhlu a Kour, 2006). LipasaCandida rugosa (CRL) ma katalytickou triadu Ser 209,
Glu 341 a His 449. Kazdéa izoforma CRL méa amfipatitielix, ktery slouzi jako viko, které
zaviré aktivni misto. V uzaéené struktie lipasy, hydrofilni strana vika siuje do prosedi a
hydrofébni strana k proteinovému jadru. Tato poveika a specificka sekvence aminokyselin
muZze byt dileZita pro aktivitu a specifinost lipasy (Akoh et al., 2004).

Velmi mélo argininu ve srovnani s lysinem, méalolipu, malé hydrofobni jadro, velky
pocet iontovych vazeb a interakci davaji lipase schspaktivity @i nizkych teplotach (Joseph
et al., 2008). Byl také pozorovan nizky¢po disulfidovych vazeb ve srtlyovité struktute.
Argininové zbytky jsou rozloZeny jinak nez v mehoith enzymech a jen¢kolik zbytka je
stabilizovano intramolekularnimi solnymitistky a hod# z nich je na povrchu proteinu, kde
mohou gispivat ke konforméni flexibilité (Joseph et al., 2008). Lipasa aktivni v nizkych
teplotach je nap lipasa zZCandida antarctica Obr.2.

Funkce, kteréifispivaji ke stabili& hypertermofilnich enzyi zahrnuji zminy ve slozeni
aminokyselin jako sniZeni termolabilniho asparagimysteinu, zvySeni hydrofébnich interakci,
zvySeni potu iontovych pak a solnych mstki, zmenSeni velikosti povrchovych stek a
povrchu vystaveného praeti a zvySeni interakci mezi vimtmi podjednotkami (Levisson et
al., 2009).
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U1
Histiding
Mucleoph |I9.\\

Obr.1 Sekundarni struktura a / p hydrolasova konformace.a helixy jsou reprezentovany
bilymi vélci ap skladané listy jsou znazamy Sedymi Sipkami. Umighi katalytické triady je
znézorino ¢ernymi t&kami (Nardini a Dijkstra, 1999).

Obr.2 Oteviena struktura lipasy zPseudomonas aeruginosa. a helixy, p skladané listy a
smyky jsou reprezentovany helikalnimi valci, Sipkamilakny. a Helixy ap skladané listy
jsou v z&kladni strukte zobrazeny bilou a tm&gedou barvou. Dalsi sekundérni struktury jsou
zobrazenyerrg. Pozice helikalniho vika je ozfena (LID). Fosfonatovy inhibitor kovalerin
navazany na nukleofil je zndzeény spojenymi kullkami a vapenaty iont je zobrazen jako
koule (Nardini a Dijkstra, 1999).
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3. 1. 2. 2. Chemické reakce, které katalyzuji lipas vy
Lipasy mohou katalyzovat jak hydrolyzu, ta¥kalik typt syntetickych reakci.i®hledrg
jsou reakce uvedeny ve Tab.3.

Tab.3 Chemické reakce, které katalyzuji lipasy.

Hydrolyza RCOOR, + H,0 I - RCOOH + R,0OH
Esterifikace RCOOH + R,0OH [ - RCOOR, +H,0
, Interesterifikace RCOOR, + RCOOR [ — RCOOR+ R, COOR,
Sy Alkoholyza RCOOR, + ROH I - RCOOR, + R,OH
Acidolyza RCOOR, + RCOOH I - RCOOR, + RCOOH

Posledniii reakce z tabulky 3 Interesterifikace, alkoholgacidolyza lze seskupit pod jeden
termintransesterifikace (lervinka et al., 1980).ifklady tchto reakci jsou uvedeny v Obr.3 a
Obr 4.

OOC-R
(@)
OOC-R + 3CH,OH _—Lipasa )k T
- 3 +
3 HO OH
R OCHj
0OOC—R Bionafta

Obr.3 MoZna metoda syntézy bionafty (pepracovano podle Adamczak et al., 2009).

i
JO—C—R,y OH ﬁ
H2c|: Hzcl: HO—C—R;
Hfll—OH - HCll—OH + +
H2C (|)| HaC 9
O0—C—R, OH HO—C—R,
1,3-regiospecificka
I pankreaticka lipasa
(0]
O—C—oleova /OH Il
HZC/ 0 H,C (@) + 2 HO—C—oleova
I I o
HC—O—C—ypalmitova > HCll—O—C—paImnova
A | \OH

O—C—oleova

Obr.4 Zjednodu3ené schéma hydrolyzy strukturnich lpidéa pankreatickou lipasou

(piepracovano podle Schorken a Kempers, 2009).
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3. 1. 2. 3. Substratova specifita

Prirodnimi substraty lipasy jsou triacylglyceroly lsahym tettzcem, které maji velmi
nizkou rozpustnost ve vdda reakce je katalyzovana na rozhrani voda-lipidkoBni lipasa
(wild type) je smis mnoha lipas a esterasispbici ¢asto v gimé konkurenci nebo shéd
ovliviiujici proces. Tato lipasa ma SirSi spektrum sutistréeZ individualni lipasy (izomery,
izoenzymy nebo izoformy) (Akoh et al., 2004). Mikiélni lipasy Ize rozéit do t¢i kategorii:
relativré nespecifické, regiospecifické a specifické na mastyseliny a substrat. Nespecifické
lipasy S&pi triacylglyceroly nahodha vysledkem je kompletni o8léni glycerolu a mastnych
kyselin. Rikladem této skupiny jsou lipasy rfag Streptococcus aureus a Chromobacterium
viscosum (Gupta et al.,, 2004). Regiospecifické lipasy js@ap. 1,3-specificka lipasa, ktera
hydrolyzuje pouze primarni esterové vazby (t.jemsté vazby atoihnC1l a C3 glycerolu),
extracelularni lipasy Bacillus subtilis 168 a Pseudomonas sp. FB-24 atd. Treti skupinou jsou
lipasy specifické na mastné kyseliny, které tytsetiny vyrazg preferuji. Nicmén lipasy
nag. zPseudomonas fluorescens davaji gednost gedre malym kyselindm. Lipasa
z Streptococcus aureus 226 ukazuje preferenci pro nenasycené mastné kyséBuopta et al.,
2004). Dalsi dlezitou vlastnosti lipasy je jeji enantio-stereekglita, s niz ma schopnost
rozliSovat enantiomery v racemickém paru afipaem ¥tSinou lipasy z roduPseudomonas
(Gupta et al., 2004). &Sina kometné dostupnych lipas vykazuje vySSi selektivitu preyt@né
a mononenasycené mastné kyseliny, nez pro polyyesas. Nkolik lipas také rozliSuje mezi
EPA (eikosapentaenova kyselina) a DHA (dekosapeotaekyselina) s preferenci pro EPA ve
veétSing pripadi. Lipasy ziskané zrybichiev maji specifitu pro PUFA (mastné kyseliny
z dlouhymretézcem) a lipasa €andidum geotrichum ma silnou preferenci pro mastné kyseliny

s dvojnou cis vazbou na C9 (Gupta et al., 2004).

3. 1. 2. 3. 1. Inhibice

Specifické inhibitory jsou slaeniny, které fimo interaguji s aktivnim mistem enzymu.
Takovy pfibéh inhibice niize byt vratny nebo nevratny. Specifické reverzibilmhibitory
zahrnuji derivaty kyseliny borité, které ale vytvde serinem v lipase stabilni komplexy a
substratova analoga jako trietherglycerol, kterykgenpetitivni inhibitor pankreatické lipasy
(Gupta et al., 2004). Specifické irreversibilni ibitory obvykle reaguji s aminokyselinami,
které se nachazeji v blizkosti aktivniho mista n¢dmu jeho sotasti. Krong toho tyto
inhibitory mohou také reagovat s SH skupinami @&itmkonformaci proteinu. Lipasy gatdo
skupiny serinovych hydrolas s katalytickou triadSer — His — Asp/Glu . Proto serinové
inhibitory pisobici v aktivnim mist jsou potencialé irreverzibilni nap. PMSF
(fenylmethylsulfonyl fluorid), fenylborita kyselinaebo diethylp-nitrofenylfosfat (Gupta et al.,
2004).
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3. 1. 3. Purifikace

Mnoho lipas je purifikovano pomoci srazecich régkolemi, alkoholy apod.) a pomoci
chromatografickych metod (iontova, hydrofébni, ®&fih molekulova vyldovaci
chromatografie) (Vakhlu a Kour, 2006).

3. 1. 3. 1. Srazeci metody

Pxi purifikovani mikrobiélnich lipas, které jsotginou extracelularni, byvé iazen jako
prvni krok odstragni burtk z fermentoru odstdinim nebo filtraci. Supernantant je pak
zakoncentrovan ultrafiltraci, sraZzenim siranem amion nebo srdZeni organickymi
rozpouskdly. Fxiblizné 80 % purifik&nich systém dosud pouZziva sraZeci krok, z nich 60 % za
pouZiti siranu amonného a 35% pomoci ethanolupageatebo kyseliny (obvykle HCI) (Saxena
et al., 2003).

3. 1. 3. 2. Chromatografické metody

Mezi béZnou chromatografickou metodu pouZzivanou v labéietopati chromatografie
na iontongnicich, ktera je asi n&isgjSi metodou vyuZzitou k purifikaci lipas.&t8inou je pouZzit
diethylaminoethyl (DEAE) jako anex a karboxymeti@M) jako katex. Stale populafsi je
v8ak chromatografie zaloZzena na DEAE a Q-Sephd®&ecna et al., 2003). DruhoZinou
metodou je gelova filtrace, kdy jsou molekuly sepany na zaklatjejich velikosti. DalSimi
metodami jsou afinitni chromatografie, kterdéza byt pouzita bezipdchozich purifikénich
kroka (afinitni chromatografie na Con A-Sepharose), oiatografie s hydrofobni interakci
(napr. s aktivovanym raménkem s epoxyskupinou jako lLigam a polyethylenglykolem
imobilizovanym na Sepharose) a adsoipchromatografie, kde gasto pouziva jako adsorbent
hydroxyapatit (Saxena et al., 2003). &terym novym technologiim pouZitychigisteni pati
membranové procesy, imunopurifikace, sloupcova roatografie s polymery polyvinyl

alkoholu jako stacionarni fazi a dvoufazovy vodrstém (Saxena et al., 2003).

3. 1. 4. Metody stanoveni lipasy

Enzymovou aktivitu lipasy lze stanovit pomoci dpefotometrické metody s uftym
substratem (ndp p-nitrofenylbutyrat a dalSi estery jako palmitatetat, kapronat, kaprinat)
(Kim et al., 2006; Huang et al., 2003; Lima et aDP4), nebo pomaci titrace (NaOH) volnych
mastnych kyselin po hydrolyzeipdnich substrétjako je olivovy oleje s fidavkem arabské
gumy nebo polyvinylalkoholu (PVA) (Bayrargln a Arica, 2008; Liu et al., 2005) a dale také
titraci trioleinu, trikaprylinu nebo tributyrinu {ina et al., 2004). Volné mastné kyseliny Ize také
stanovit pomoci spektrofotometrické metodgremim vyvoje barvy fi pouZiti néd’natého

acetatu pyridinu jako chromoforu. Jedna jednotkiiviik lipasy je definovana jako mnoZstvi
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enzymu, ktery katalyzuje uvgbvani 1 pmol/min volnych mastnych kyselin z olege t&chto
podminek. (Yeiloglu, 2005; Oztiirk et al., 2007).

3. 2. Imobilizace enzym

3. 2. 1. Historie

Imobilizace enzyr byla poprvé zavedena pro &@pvnému pouziti drahych enzym
Neékteré z prvnich pokus byly popsany uz v prvnich letech minulého stol&titoce 1916
Nelson a Griffin imobilizovali invertasu na pevngwych (aktivni uhli, hydroxid hlinity), ale
takto imobilizované enzymy se ukazaly jako velmistabilni (Buchholz et al., 2005;
www.chiralvision.com; 9. 3. 2010) fiBliZn¢ kolem roku 1950 se enzymycady imobilizovat
na dalSi noge. Georg Manecke byl jednim z prvnich, kdo&&sp imobilizovali proteiny na
polymerni nosie, avSak jeho navrh nebyl korie¢ vyuzit. AZ wdci z Izraele prosadili
pouzivani imobilizovanych enzyimv pramyslu. Prvni piimyslové vyuZiti imobilizovanych
enzymi bylo k vyrol® kukuri¢ného sirupu s vysokym obsahem fruktosy, vgropticky ¢istych
aminokyselin (rok 1969) nebo pro hydrolyzu penmiliG (rok 1979). V této deébse také
zataly imobilizovat enzymy mikrobiéalnihotpodu a v 70. letech, nastupem rekombinantnich
mikroorganisnid a tim mnoha enzyinriznych vlastnosti, doSlo k velkému rozvoji pouzivani
enzymi v pramyslu (Buchholz et al., 2005). Experimenty s imi@ovanymi enzymy finesly
neaiekavané vysledky jako zmu aktivity enzymu v porovnani s volnymi rozpustmgnzymy
(Tischer a Kasche, 1999) a zlepSeni dalSich vlastjako je stabilita, termostabilita, opakované

pouZziti..

3. 2. 2. Metody imobilizace

Vysoké néklady na izolaci a purifikaci enzfmestabilita jejich strukturyip izolaci
z vodného progedi, citlivost na jiné nez optimalni podminkii ppracovani nebo citlivost na
stopové mnozstvi latek, které mohouspbit jako inhibitory, kde posledni #weétSinou
znamenaji kratkou provozni dobu enzymu, vedou kutoaby byly enzymy imobilizovany.
DalSim divodem je, Ze volny enzym rozp&sy ve vod nelze zpravidla ziskat &pv aktivni
form¢ z reakni snesi pro dalSi pouZiti (Krajewska, 2004)iddem pro imobilizaci je také
jednodussi odstr&ni enzynti z produkil. Imobilizace enzym je technika navrZzena na omezeni
volnosti pohybu enzymu. Prvni se rozhoduje o maliernatrice, potom o metddmobilizace.
Existuje rékolik principia metod imobilizace — adsorpce, zachyceni, enkapsuleegiovani a

kovalentni navazani (Bickerstaff, 1997), jeZ jseadenyna Obr.5.
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Obr. 5 Metody imobilizace enzymia. (A) zachyceni, (B) zapouzikeni, (C) adsorpce nebo

kovalentni navazani, (D) zeslovani. Zelena kuktka znazofiuje enzym (Brady a Jordaan,
2009).

3.2.2.1. Adsorpce

Imobilizace adsorpci je nejjednodussi metoda. @gkrreverzibilni povrchovou interakci
mezi enzymem a nagm. Sily zde fisobici jsou zejména elektrostatické jako van der
Waalsovy, iontové a vodikové vazby. Tyto sily jssice velmi slabé, ale existuje zde velké
mnozstvi ¢échto vazeb. Tento proces je zaloZen na smichalugi&é komponenty s nagm,
na ktery se ma komponenta navazat, za optimalegkinich podmineKpH, iontova sila aj.).
Po inkubaci je material promyt pro zbaveni nenam@aa biologickych komponent. Tato
metoda je jednoducha, levna a rychla, nedochaadkym chemickym zgmam na matrici nebo
enzymu a reverzibilni reakce uniiefe regeneraci enzymu. Nevyhodami jsou ztrata eozym

Z noste do produktu, nespecificka vazba nebetigeni nosie (Bickerstaff, 1997).

3. 2. 2. 2. Zachyceni

Imobilizace zachycenim se |iSi oproti adsorpci médmvalentnimu navéazéani tim, ze
molekula enzymu je voln4 v roztoku, ale pohyb jeeaen niizkou gelu. Velikost pdrv gelu je
kontrolovdna aby se zabranilo ztratenzymu z gelu, ale zaravemusi byt umozén pristup
substratu k enzymu a eliminace produktu ven z gdietodami pouzivanymi k zachyceni jsou
ionotropickad gelace, kdy alginat vytvagel s péry (alginat), které jsou pokryté roztokem
multivalentnich katiorit (Dittrich et al., 2006), teplotou indukovana geldagarosa, Zelatina),
organicka polymerizace chemickou nebo fotochemickaakci (polyakrylamid) nebo
precipitace z nemisitelného roztoku (polystyrenjckBrstaff, 1997). Postupem tide byt
smichani enzymu s polymerem a nasledn&’aedini nebo také smichani enzymu s monomery
a poté polymerizace a zésvani, kdy enzym je zachycen w¥ittte. Druhy uvedeny postup je
vice vyuzivan v imobilizaci (Bickerstaff, 1997). t#wou podminekip polymerizaci Ize zrnit
porovitost polymeru, strukturu 8&iti velikost ¢astic. Pérovitost Ize také z2mit zejména
zpasobem suSeni, povrchovym r&m rozpousdtdla nebo polymerovym sloZzenim gelu (Brady
a Jordaan, 2009).
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3. 2. 2. 3. Enkapsulace

Enkapsulace enzyimmuze byt dosazeno obalenim enzymu semipermeabilnibndemou.
Enkapsulace je jednoduchd, pokud je enzym v roztakny. Velké proteiny nebo enzymy
nemohou projit dovnitnebo ven z kapsule, ale malé substraty nebo ptpdukhou volr
prochazet fes semipermeabilni membranu. Jsou pouzivat§inou mikrokapsule od 10 do
100 um v pimeéru (nylon, nitrocelulosa). M¢e vSak dojit k poruseni membrangi pychlé
akumulaci produkt uvnitt. Je mozné také pouzit iiky jako kapsule (nap erythrocyty)
(Bickerstaff, 1997). Enkapsulace také uifge imobilizovat mikroorganismy do pevného
nosite z PVA. Tento nos8i ma vynikajici fyzikalg-mechanické vlastnosti, které poskytuji
dlouhodobou mechanickou stabilitu, je biologicky tidbe odbouratelny a netoxicky
(www.lentikats.eu; 10.ilezna 2010).

3. 2. 2. 4. Zesitovani

Tento typ imobilizace nepibuje matrici, neltbenzymy se spojuji navzgjem do velké
tiidimenzionalni struktury, coz je umao riznymi chemickymi a fyzikalnimi metodami.
Chemickou metodou mohou byt kovalentni vazby mehios. Pro tuto metodu je vhodny
glutaraldehyd, jenZz vyt¥& vazby mezi NH skupinami enzyrn, kterymi umoduje jejich
zestovani (Mateo et al., 2007). Fyzikalni metodotizen byt flokulace, kde&inidly mohou byt
polyaminy, polyethyleniminy, sulfonaty polystyremurizné fosfaty. Tato metoda je&tginou

pouzivana, kdyZ ostatni metody nejsou vhodné (Bstké, 1997).

3. 2. 2. 5. Kovalentni navazani

Vazby jsou pevazri vytvareny mezi funknimi skupinami nogie a amino nebo karboxy
skupinami, které poskytuje enzym. VyuZiva se amsiapina z argininu nebo lysinu,
karboxylova skupina asparagové nebo glutamové ikysehydroxylova skupina serinu nebo
threoninuci thio skupina cysteinu.

Polysacharidové polymery, které jsou hydrofingoy vhodnym materidlem pro
imobilizaci enzyni nag. celulosa, dextran (Sephadex), Skrob a agarosghéBesa)
(Bickerstaff, 1997). Cukerné zbytky &chto polymerech obsahuji velké mnozZstvi
hydroxylovych skupin, coZz jsou idedlni skupiny pohemickou aktivaci a provedeni
kovalentniho navédzani. Hydroxylové skupiny také omohvytv&et vodikové vazby
s molekulami vody a mohou tak vyted vodné (hydrofilni) prosedi na nosi. DalSim
vhodnym materialem je porovity oxididmicity a porovité sklo. Funini skupiny na nosi
musi byt aktivovany specifickyniinidlem, aby mohlo dojit ke spojeni enzymu a matari
kovalentni vazbou. Bromkyan (CNBr) jgasto pouzivan k aktivaci hydroxylovych skupin

polysacharid. Aktivace karbodiimidem se pouZziva, kdyZz materdddsahuje karboxylové
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skupiny. Pokud material obsahuje aromatickou &anlaminoskupinu riZe dojit k diazotaci
pouzitim kyseliny dusité. Obvyklymi fudkimi skupinami v celulose jsou hydroxylove
skupiny, ale chemickou modifikaci byla vytemaiada derival celulosy jako nap AE —
celulosa (aminoethyl), CM — celulosa (karboxymettayDEAE — celulosa (diethylaminoethyl).
Tim se zvedl pe&et mozZnosti kimobilizaci (Bickerstaff, 1997). Imiiace pomoci
glutaraldehydu je velmi univerzalni technikou imaaice. Imobilizace pomoci priméarni
aminoskupiny dosahuje v mnohatigadech velmi dobrych vysletlk protoze umoiuje
zesfovani mezi molekulami glutaraldehydu vazanych nazyen a mezi molekulami
glutaraldehydu vazanych na nosro vSak znamena chemickou modifikaci celého emgho
povrchu (Mateo et al., 2007).

3. 2. 3. Imobilizace lipasy

Izolovana lipasa vykazuje obvykle dobrou stabittlze ji imobilizovat natzné nosie.
Cilem imobilizace ¥tSinou je, aby lipasa zlepSila své vlastnosti jddatalytickou aktivitu,
substratovou specifitu, stabilitu (pH nebo tepe)nnabo schopnost byt recyklovana. Enzym
k imobilizaci by n&l mit vysokou katalytickou aktivitu, avSak ¢kierych gipadech mohou mit
dw¢ izoformy enzymu velmi odliSnou aktivitu. Pokud B¢ pod&lo imobilizovat izoformu
enzymu, kterd ma vyssi aktivitu, mohla by mit jejobilizovana forma jestvétsi aktivitu. Ok
izoformy jsou vrovnovaze v zavislosti na experitddmich podminkach. Za fpomnosti
hydrofébnich kapek substratutée byt lipasa adsorbovana na rozhrafihto kapek a
konforma&ni rovnovaha je posunuta k otemé fornd¢ (Mateo et al., 2007). Imobilizace na
hydrofébni povrch ukézala, Ze po imobilizaci séiitauje aktivni forma lipasy. Pokud je v3ak
substrat velmi velky nebo hydrofilni,ie Fitomnost hydrofébniho povrchu generovat stérické
piekazky, které snizuji aktivitu lipasy (Mateo et &007). Nkteré giklady imobilizace lipasy
jsou uvedeny v Tab.4. Imobilizovanou lipasCafdida antarctica) je mozné pouZit k vyrab
bionafty ze sojového oleje (Watanabe et al., 2002);odukci strukturnich lipi@l obsahujici
dokosahexaenové a kaprylové kyseliny (imobilizovdna-regiospecificka lipasa Rhizopus
delemar) (Shimada et al., 1996), k syntéze izoamylacefatobilizovana lipasa &hizomucor
miehei) (Krishna et al., 2001), k biosyntéze ethylbutyrdimobilizovand lipasa €andida
antarctica) (Rodriguez-Nogales et al., 2005), k transestexdi kukui¢ného oleje a tristearinu
(imobilizovand lipasa z Thermomyces lanuginosa)ri@® et al., 2002) nebo mnoha dalSich

latek.
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Tab.4 Priklady imobilizace lipasy.

lipasa

nosi &

~

metoda

literatura

z Candi da rugosa

methylem modifikovany k ¥emi city aerogel

adsorpce

(Gao et al., 2009)

prase ci pankreaticka
lipasa

poly(GMA-DVB-MAA) magnetické Fe
pokryté kyselinou oleovou

3Oy, nano c¢astice

kovalentni navazani

(Lei et al., 2009)

z Candi da rugosa

poly(GMA-MMA) magnetické Fe 30, castice

kovalentni navazani

(Bayramo glu a

Arica, 2008)
z Candi da cylindracea poly(MA-DVB) magnetické Fe 3O, mikro  céstice kovalentni navazani (Liu et al., 2005)
neutralni lipasa nano castice obalené chitosanem adsorpce (zg%r;g;] etal.,
z Candi da rugosa poly(HEMA-MAPA) nano  céastice adsorpce g%g%fk etal,
z Candi da rugosa magnetické Fe 30, nano &astice potazené PAA adsorpce (ZHOL(J)g?g etal,

z Mucor javanicus

GA nebo NCS aktivované k femi &ité nano  sastice

kovalentni navazani

(Kim et al., 2006)

z Candi da rugosa bentonit adsorpce (Ye silo glu, 2005)
. o, . . ) (Shimada et al.,

z Rhi zopus del emar keramicky nosi & 1996)

prase ci pankreaticka kovalentni navazani (Bagi et al.,

lipasa

polyakrylamidové castice

nebo adsorpce

1997)




3. 2. 4. Vyuziti imobilizovanych enzym G v praxi

Imobilizované enzymy jsou obvykle stal@ji, mohou byt pouZity opakovarm zarové
umoziuji okamzité ukodeni reakce. Mnoho imobilizovanych enzaymje pouZito
v potravindstvi, farmacii nebo k vyrabspecialnich latek. Mohou byt pouZityi gkonstrukci
biosensai nebo jsou saiéisti diagnostickych prouik (Krajewska, 2004). Enzymy
imobilizované na pevnych n&sth byly vyuZity @i vyrobé bioethanolu z melasy, sirfipez
cukrové ftiny a cukrovéiepy a Skrobnatych surovin (kulkce, pSenice) (glukoamylasa,
invertasa), kdy neptSi mnoZstvi imobilizovaného enzymu (glukosaizoreayaje slouZzi
k vyrobe kukuri¢ného sirupu s vysokym obsahem fruktosy (Krajewgk@4; www.lentikats.eu;
10. ezna 2010). Imobilizované enzymy se daji dale fiolZzvyrobé D-galaktosy a
galaktooligosacharid z laktosy B-galaktosidasa) (www.lentikats.eu; 10iebna 2010).Ve
farmacii se pouzivaji imobilizované enzymy k vygo®-aminopenicilinové kyseliny (6-APK),
7-aminodeacetoxycefalosporové kyseliny (7-ADCK)yatéze amoxicilinu (enzym s aktivitou
penicilin G-acylasy) (www.lentikats.eu; 10telzna 2010). Imobilizované enzymy mohou byt
vyuZzity tam, kde se nyni pouzivaji volné enzymyo anejenom ke sniZzeni pracovnich naklad
opakovanym pouzitim enzymu, ale i k urychleni reaknadnou disperzibilitou enzymu, ktera
umoziuje hladky kontakt se substratem. Imobilizovanéyenzvykazuji také vysSi tepelnou a
skladovaci stabilitu (Horak et al., 2007). Jakoi¢msse pouzivaly doposud porézni pevné
nosie, ale do vyroby jsou, zatim jen experimentalravadny také nanéastice Velmi velky
specificky povrch nani@stic usnatiuje imobilizaci ¥tSiho mnozZstvi enzymu, ktery je&kuy

doprovazen zvysenim jeho specifické aktivity.

3. 2. 5. Magnetické nano €astice a mikro €astice

K nejnowjSim trendim v imobilizaci enzym pati imobilizace na magnetické nésj a to
piedevSim na magnetické na&astice a mikrdastice. Nandéstice se fipravuji pedevsim
vroznerech 10 — 20 nm, kdy fer@i ferimagneticky material vykazuje unikatni formu
magnetismu zvanou superparamagnetismus (asi dordQHuber, 2005). Jako mikiéstice
jsou \tSinou uvadny castice o velikostech od 0,1 um do 100 pm. K dispo®E mnoho
magnetickych materiél s riznymi magnetickych vlastnostmi. Nicm&nmnoho zé&chto
materiah (nag. kobalt, nikl, chrom, mangan) jsou toxické pro amigmus a proto je jejich
pouZziti omezené. Materialy zaloZené na oxidechzaejsou relativé bezpéné a nachazeji
vyuZziti také ve zdravotnictvi (Huber, 2005; McBainal., 2008). Magnetit (5®,) nebo (FeO -
FeOs) je cerny feromagneticky oxid obsahujici ve svéizwe ionty F& a F&*, coz vykazuje
velmi silnou magnetizaci. Maghemit-Fe,03) ma stejnou strukturu ifiEky jako magnetit, ale
pouze sionty F&. Maghemit je jednim z nejvhod8ich materidl pro jadra magnetickych

¢astic, protoZe je zde nejmensi prgwadobnost, Ze bude nebeépg pro zdravi. Oxidl kowvi
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na bazi Zeleza existuje mnoho a mnoho z nich vyjkamagnetické vlastnosti a mohou byt
pouZity pro vystavbu sésnych magnetickycltastic (CoFgO,, NiFeO, MnFeQ,). Jako
materiél jsou pouZity také slitiny Zeleza jako F@PFeAu nebo slitiny jinych kdv(Huber,
2005; McBain et al., 2008). Pouziti magnetickychtemiali zavisi na jejich vlastnostech jako
magnetizace, tvar, disperze nebo velikost. Z mnolaat (tyce, trubky, desky) je forma
kulovitého tvaru nejvyhodijSi. Vyhodou této formy je snadnd manipulace v szjpéch
procesech. Oproti tomu jsou nepravidelné formy nemohvice nachylné k mechanickému
opotebeni. Monodisperziastice (nebo alespaizky rozsah velikosti) poskytujgtsi vyhodu,
protoZe maji jednotné fyzikalni a chemické vlastnaseagreguji tak snadno v kapalinach jako
polydisperzni ¢astice. Velkéc¢astice maji nevyhodu malého specifického povrcha, je
potrebny k navazani fugkich skupin. Toto jsoutdody pra& jsou mikro a nanokulky tak
vyhodné k pouZziti § raznych procesech.ifi§ malé ¢astice vSak festavaji byt magneticky
citlivé. Musi byt tedy nalezen kompromis mezi dtstaou plochou a magnetickou citlivosti
(Horak et al., 2007).

3.2.5. 1. Priprava

Existuje mnoho zfsoh1 piipravy nanéastic a mikrgastic mezi 82 mizeme z#adit
mechanické postupy, koprecigitd postupy, termolyzu, hydrotermalni reakci, meéhans
reverznich micel nebo izolaci z magnetotaktickyaktbrii.

Mechanickym postupem se superparamagneticky méagpigbravi mokrym mletim
sypkého magnetitu v organickém rozped# v giitomnosti velkého mnoZstvi kyseliny olejové
jako povrcho¥ aktivni latky. Povrcho¥ aktivni latka usnatlje mleti a také inhibuje
shlukovanic¢astic. ProtoZze metoda je nakladiaso¥ naraina acastice maji Siroky rozsah
velikosti, byla nahrazena chemickymi a tepelnymiadami (Horék et al., 2007).

Koprecipit&ni postup je nejroz&rejsi zpisob gipravy, ktery se provadi ve v§dcoz
ma za nasledek pamé Uzky rozsah velikostiastic. Proces dawstice magnetitu do 10 nm

v praméru. Vyrobu nandastic magnetitu Ize vyjdit rovnici:
2F€" +Fe" +80H [ - FeO, +4H,0.

Roztok amoniaku se za stalého michétdgva do vodného roztoku trojmocné a dvojmocné
soli Zeleza. Vedle magnetitu jséastice jinych ferii pripraveny koprecipitaci odpovidajicich
dvojmocnych soli kol (Co*", Cu*™, Ni**, Mn®*) sFe* a roztokem amoniaku (Horak et al.,
2007).

Dal3i metodou kifijpravw nan@astic je termolyza zejména organokovovych prekuirzor
kde nap. dvoukrokovy tepelny rozklad pentakarbonylZelezaritomnosti stabilizujiciho

polymeru poskytuje 10 — 20 nm monodisperzni magkétnanoastice (Narain et al., 2007).

-24 -



Tato metoda byla ugpns zobecgna pro syntézu jinych magnetickygéstic jako CsOz, MnO,
C0;0, a NiO.

Hydrotermalni reakci smiSenych okidebo hydroxid Zeleza a dalSich vybranych Kov
ktera se provadi ve vodza superkritickych podminek (teplota vySsi nez 200tlak &tSi jak
14 MPa), Ize fipravit ¢astice, kdy jejich velikost a morfologie jézena reaénim ¢asem a
teplotou (Horék et al., 2007).

Céastice se daji také vyrobit pomoci mechanismu eaieh micel. Norméalni micely se
tvoii ve vodném prosedi (nap. pomoci detergefif, ale reverzni micely se tkio
v uhlovodikovych médiich (n&phexan). Uprosed gchto micel je hydrofilntést, ktera uklada
anorganickeé slozky reaRi snesi. S pomoci micely G¥eme snadno ovladat velikosistic, a
proto jsoucastice pipravené touto metodou obvykle co do velikosti vielramogeni. Pomoci
této metody byly nap pripraveny magnetické nadéstice s anorganickym (oxidrdmicity)
povlakem. Velikostdchto nandastic je zavisla na velikosti micel, které obvyhkiaji rozsah 20
— 500 nm (McBain et al., 2008).

Magnetické nantastice se daji také ziskat z magnetotaktickychdoakMagnetotaktické
bakterie jsou mikroorganismy obsahujici intracehilakrystaly, které si sami produkuji.
Produkované krystaly jsou obvykle z magnetitus@ze Tyto magnetosomy jsou magnetické
¢éastice o rozrérech 40-100 nniazené do koralk SlouZi jako kompas a bakteriim tak urinoj
orientaci v magnetickém poli ZemMagnetotaktické bakterie jsou Gram-negativni, yindikeé,
mikroaerofilni a vodni. Tyto organismy byly nalegemrizném vodnim pro#edi, pidach,
geotermalnich sedimentech a aerobnim pedst Bakterie obsahujizné druhy magnetosam
které byly zjiS¢ény pomoci s¥telného a elektronového mikroskopu, elektronovduakici a
dalSimi metodami. V zavislosti na druhu, baktersahuji bd’ magnetit, sulfidy Zeleza jako
greigit, FeS, nebo FeS. Magnetické bakterie se vysali$i v jejich burgéné morfologii stejs
jako v morfologii magnetosoina pdtem retizki v buice. Mezi magnetotaktické bakterie Ize
uveést Aquaspirillum magnetotacticum, Magnetobacterium bavaricum nebo Desulfovibrio

desulfuricans (Drzazga et al., 2006).

3. 2. 5. 2. Povrchova uUprava

Povrchovd Uprava magnetickych naastic je nezbytna pro stabilizaci nééstic,
zaji¥uje biokompatibilitu, zabrauje nezadoucim interakcim s prvky média (nespédeific
interakce s proteiny, fosfaty apod.), zatuje shlukovanéastic a poskytuje furdki skupiny pro
imobilizaci. Krone toho jsou kovové&astice velmi nachylné k oxidaci vzduchem, coz vkele
ztrd® magnetismu. Proto je nutné jejakym zpisobem ochranit. Povrchovou Upravu iivo
nag. organické né&ry, povrcho¥ aktivni latky¢i polymery nebo anorganicky povlak jako je
oxid kiemkity, uhlik nebo zlato (Lu et al., 2007).

.25 -



Prirodni polymery jako sacharidy a bilkoviny &asto pouZivaji na povrchovou Upravu
nana@éastic. Mnohé firodni polymery jsou biokompatibilni, a proto jsouvhodné pro
biomedicinské aplikace. Dextrage pouziva samotny nebo ve &ins jinymi polymery
(chitosan, polymlén& kys., oxid kemkiity) (McBain et al., 2008). Chitin a chitosan ndbiz
unikatni soubor vlastnosti jako biokompatibilitujolbgickou rozlozZitelnost na neSkodné
produkty, netoxicitu, fyziologickou inertnost, dvakterialni vlastnosti, chelataci igntszkych
kovi, hydrofobicitu, tvorbu gelu, pozoruhodnou afinikuproteimim a jeho nizkou cenu
(Krajewska, 2004). BohuzeEkteré z &chto girodnich materidl jsou rozpustné ve véd maji
nedostattnou mechanickou pevnost. K rozkladu ve &ofim muZe zabranit zegbvani
(McBain et al., 2008).

Syntetické organické polymery jako polyethylenglykPEG), polyvinylalkohol (PVA) a
poly-L-mlé&na kyselina (PLA) jsou jenékteré z velkého mnoZstvédhto latek pouzivanych
k pokryti magnetickych c¢astic (McBain et al., 2008). Polystyren (PS) nebo
polymethylmetakrylat (PMMA) jsou historicky rigjsgji pouzivané povlaky na magnetickych
mikro¢asticich. Navzdory jejich Sirokému pouzivani, vyljazekteré nevyhody souvisejici
s jejich hydrofobnosti. Proto se ¢ah pouzivat hydrofiini material (hydrogel) poly-2-
hydroxyethylmetakrylat (PHEMA), ktery je také biagkpatibilni, coz je dleZité v oblasti
mediciny (Horék et al., 2007).

Oxid kilemiity je amorfni material s vysokou mechanickou pesthdokryticastic oxidu
Zeleza oxidem #emicitym muZe byt obtizné, protoZe jeho amorfni struktura nethoje
vytvoreni homogenni vrstvy na povrchastice (McBain et al., 2008).

Zlato je velmi stabilni a také umiadje funkcionalizaci pes thiolové skupiny (McBain et
al., 2008).
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4. Experimentalni ¢ast

4. 1. Materialy

4-nitrofenylbutyréat

Dihydrogenfosfor&gnan draselny

Ethanol (96%, denaturovany)

Glutaraldehyd 50%

Hydrogenfosforénan draselny

Lipasa z prasgho pankreatu

Magneticke mikroastice (FgO,) obalené chitosanem
Magneticke nantastice (FgO,) obalené chitosanem
EDC-HCI

N-hydroxysukcinimid (NHS) (98%)

4. 2. Pristroje

Sigma Aldrich (USA)
Merck @iecko)
lihovar Kojetin
Fluka (Svycarsko)
Merck @hecko)
Sigma Aldrich (USA)
Ivo Stifa(Ceské Budjovice)
Ivo Stfa(Ceské Budjovice)
Fluka (Svycarsko)
Sigma Aldrich 84)

Analytické vahy
Elektromagneticka mickika
Minitifepaka TTS 2

pH metr inoLab Level 1

Pipety 1pl—5 ml
Spektrofotometr Biochrom (WPA)
Termostat SUB 6

Vortex MS-1

Digitalni predvazky

4. 3. Metody

Sartorius @hecko)
IKA (Némecko)
IKA (Nmecko)
WTW (&inecko)
Eppendorf ¢ecko), Biohit (Finsko)
Biochrom Ltd. (KélBritanie)
Grant (Velk& Britanie)
IKA (Nemecko)
Kern (Kmecko)

4. 3. 1. PFiprava nano €astic

Magnetické (Fg0,) nana@éastice byly pipraveny smichanim hexahydratu siranu amonno-

Zeleznatého s roztokem hydroxidu draselného.

Prirypio chitosanem byly nardstice

smichany s roztokem chitosanu v kysélittove (Belessi et al., 2008).
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4. 3. 2. Stanoveni aktivity lipasy

Aktivita lipasy byla stanovena spektrofotometricgkanetodou s pouZitim ufi€ho
substratu p-nitrofenylbutyratu.  Lipasag@t hydrolyticky ungly substrat za vzniku p-
nitrofenolu, ktery ma maximalni absorbanéi 05 nm (Zluté zbarveni) (Obr.6). Prci@ni
byla pouZita sklegna kyveta. Do kyvety bylo napipetovano: 1938 plrpyD,01 mol.f, K-P,
pH = 8), 42 pl substratu (28,6 mmdly ethanolu) a reakce byla startovartaavkem 20 pl
roztoku lipasy (2 mg.rif). Bylo zahajeno ®feni zmeny absorbance po dobu ssovych

intervali vdélce 1 minuty A = 405 nm. Aktivita byla vyp&itana podle vztahu:

E = A—A Elv— , kde& je aktivita kat), AA je znena absorbancé)t je ¢asovy intervalg),
At At g0 At

Vje celkovy objem v kyvet(l), & je molarni absomi koeficient [mol™.cm?) al je Stka
kyvety (cm). Pro roztok substratu v ethanolu byl zvolen mul@absorbni koeficient £ = 4500
|.mol™.cm™) (Hotta et al., 2002). fa kyvety byla 1 cm.

U nxteni aktivity imobilizované lipasy byly na dno kyyetimisény 2 mg nan®astic
s imobilizovanou lipasou, ffdan pufr a substrat, po 60 sekundach bylaitema znmina
absorbance a s byla ogt promichana. f¥&d kazdym réenim byly¢astice usazeny ke dnu

pomoci magnetického separatoru.

Q NO,
Q o) OH
H,0
NO, OH CHs

Obr.6 Hydrolyza umélého substratu za gitomnosti lipasy

4. 3. 3. Stanoveni zavislosti aktivity lipasy na pH

Pro stanoveni aktivity lipasy bylo pouZzito 1938puifru (Brittoniv-Robinsoriiv) sedmi
raznych hodnot pH (4,35; 5,33; 6,37; 7,00; 7,96; 8935), 42 ul substratu (28,6 mmdl.|
v ethanolu) a 20 pl roztoku lipasy (2 mg:inb pufru (0,01 molit, K-P, pH = 8). Za stejnych
podminek byla stanovena zavislost aktivity lipagypH i pro imobilizovanou lipasu pomoci

karbodiimidu.
4. 3. 4. Stanoveni zavislosti aktivity lipasy nate plot & inkubace
Sedm roztok lipasy (2 mg.mit) v pufru (0,01 mol:t, K-P, pH = 8) bylo inkubovangi

sedmi fiznych teplotach (4 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 353C/C, 40 °C) po dobu 30 minut. Po
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inkubaci byly roztoky ponechany v ledu. Pro stamdvaktivity bylo pouzito 1938 ul pufru
(0,01 mol.lY, K-P,, pH = 8), 42 pl substratu (28,6 mmoly ethanolu) a 20 ul roztoku lipasy
inkubované f raznych teplotach. Za stejnych podminek byla stanaveavislost aktivity
lipasy na teplat inkubace i pro imobilizovanou lipasu pomoci karo@lu. Pro srovnani
teplotni stability volné a imobilizované lipasy mpe&iho pankretu byla géena hodnota sp, coz

N e

je teplota, pi které si enzym zachovéava poloni aktivitu oproti nejvyssi zistené aktivit.

4. 3. 5. Imobilizace lipasy adsorpci
Do ependorfky byly navadzeny 2 mg magnetickych gastic obalenych chitosanem. Poté
bylo pidano 100 pl pufru (0,01 mot) K-P, pH = 8) a 100 pl roztoku lipasy (3 mg:l
v pufru (0,01 moli, K-P, pH = 8). Snis byla protepavana fiblizné 4 h @i laboratorni teplat
pti 300 rpm. Magnetické naséstice byly oddleny od roztoku magnetickym separatorem

proplachnuty stejnym pufrem a pouZzity pro stanowtivity lipasy na nich navazané.

4. 3. 6. Imobilizace lipasy pomoci karbodiimidu

Do ependorfky byly navazeny 2 mg magnetickych dastic nebo mikréastic obalenych
chitosanem. Poté bylaigano 100 pl roztoku 99 % EDC.HCI v pufru (50 miiglK-P, pH =
6) (pH = 7,5 pro mikr&éstice), ktery byl fipraven smichanim 0,5 mg EDC.HCI se 100 pl
tohoto pufru (piblizné 26 mmol.I' roztok). Déle bylo fidano 100 pl roztoku NHS v tomto
pufru pripraveného smichanim 0,6 mg NHS se 100 pl puffibliné 52 mmol.I* roztok). Po
promichani bylo ke sési pridano 100 pl roztoku lipasy vzniklého smichanim @ lipasy se
100 pl pufru. Tato ses byla protepavana asi 8 htiplaboratorni teplat a @i 300 rpm. Po
ukorgeni protepavani byla sis nskolikrat promyta stejnym pufrem (0,05 mal.IK-P,, pH =
6) (pH = 7,5 pro mikr&astice) a pak pufrem (0,01 mdLIK-P, pH = 7) (pH = 7,5 pro
mikrocastice). Magnetické natéstice nebo mikiAstice byly separovany od roztoku
magnetickym separatorem a pouZzity pro stanovemvigkiipasy na nich navdzané. Reakce je
zobrazena na Obr.7. Reakce probiha za&asmé aktivace karboxyskupiny pomoci NHS viz
Obr.8.
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R
Obr. 7. Imobilizace lipasy na magnetickych nangasticich pomoci karbodiimidu.

COOCH
+ Ho @

L|pasa

@ =
NHS

Obr. 8 Aktivace karboxyskupiny na nandiasticich obalenych chitosanem pomoci NHS a

imobilizace lipasy

4. 3. 7. Imobilizace lipasy na magnetické  €astice pomoci

glutaraldehydu

Do ependorfky byly navadZzeny 2 mg (1 mg pro opakévaouZziti) magnetickych
nana@astic obalenych chitosanem. Poté bytm@no 200 pl roztoku 5% glutaraldehydu a¢sm
byla 3 hodiny praepavana. Po prapani byla sis nskolikrat promyta pufrem (0,01 motf.)
K-P,, pH = 8) pro odstrami nenavazaného glutaraldehydu a magnetické gdatioe byly
separovany. K separovanym naasticim bylo pidano 100 pl roztoku lipasy (2 mg.®l
v pufru (0,01 mol:f, K-P, pH = 8). Sris byla protepavana fiblizné 12 h g laboratorni
teplog pfi 300 rpm. Magnetické nasastice byly odd8eny od roztoku magnetickym
separatorem a pouZzity pro stanoveni aktivity lippaynich navdzané. Reakce je zobrazena na

Obr.9.
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NH N=CH—(CH,)3—CH=0
. O=CH—(CHpy—CH=0 (CHa)s
—_—
glutaraldehyd

N:CH_(CHZ)S_CH:O -/NH2 @ N:CH—(CH2)3—CH:N*
_— >

Obr.9 Imobilizace lipasy na magnetické ¢astice obalené chitosanem pomaoci

glutaraldehydu.

4. 3. 8. Stanoveni Michaelisovy konstanty (  K,)

Bylo zvoleno gt riznych koncentraci substratu v kyyetl50; 300; 450; 600; 850
umol.IY). Podle &chto koncentraci bylo do kyvetyigavano uité mnoZstvi substratu (28,6
mmol.I* v ethanolu), a to 10,5; 21; 31,5; 42; 59,5 ul.Kywety bylo také fidavano vzdy 20 pl
lipasy (1 mg.mt) a takové mnozstvi pufru (0,01 mdl.IK-P, pH = 8), aby vysledny objem
v kyvet byl 2 ml. Pomoci spektrofotometru byla &®na zmina absorbance vzniklého
barevného produktu za 1 minutu. Hodnoty byly pgukisestrojeni Lineweaver-Burkova grafu,
Z jehoZz rovnice byla vypdtana Michaelisova konstanta. Za stejnych podmmg& stanovena

Michaelisova konstanta i pro imobilizovanou lipgsumoci karbodiimidu.

4. 3. 9. Opakované pouziti imobilizované lipasy

Magnetické nantastice s imobilizovanou lipasou pomoci karbodiimigdy preneseny
do kyvety. Pro stanoveni aktivity bylo do kyvet§jd@no 1938 ul pufru (0,01 motK-P, pH =
8) a 42 pl substratu (28,6 mmdly ethanolu). Po prvnim &eni, které bylo zaznamenéno jako
100%, byly nangastice promyty a pouZzity pro dalSi¢tani se stejnym mnozZstvim pufru i
substratu. Bylo provedeno 8 opakovani.

Magnetické nangéstice s imobilizovanou lipasou pomoci glutaraldkhipyly preneseny
do kyvety. Pro stanoveni aktivity bylo do kyvet§d@ano 1,5 ml pufru (0,01 mot) K-P, pH =
8) a 30 ul substratu (0,43 maly ethanolu). Po prvnim &eni, které bylo zaznamenano jako
100%, byly nang&astice promyty a pouZzity pro dalSi¢fani se stejnym mnozZstvim pufru i

substratu. Bylo provedeno 8 opakovani.
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4. 4. Vysledky a diskuze

4. 4. 1. Stanoveni aktivity lipasy

Lipasa z prasg¢ho pankreatu byla imobilizovdna na magnetické nastice resp.
mikroéastice. Imobilizace lipasy byla provedena adsoracipomoci aktivénich &inidel
glutaraldehydu a karbodiimidu. Aktivita lipasy nedpotlivych nosiich byla mé¢tena pomoci
umilého substratu p-nitrofenylbutyratu v priesti pufru (0,01 moll, K-P, pH = 8). Nejvy3si
nangiend aktivita byla pro lipasu imobilizovanou na metigkych nanoasticich pomoci
karbodiimidové metody ozkana jako 100%. Porovnanicidnosti jednotlivych zpsohi
imobilizace je uvedeno v Obr. 10. NejlepSich vyktetbylo dosazeno imobilizaci lipasy na
magnetické nani@dstice metodou s karbodiimidem. Nejrdérinna se jevi imobilizace pouhou
fyzikalni adsorpci, # které se navazala na magnetické rastice pouze 3,3 % lipasy oproti
imobilizaci pomoci karbodiimidu. Pouhé 3,3 % lipasyobilizované na nardsticich lze
vyswtlit pasobenim pouze malych sil, které umoj udrZeni lipasy na nasi Vysoka &innost
imobilizace lipasy pomoci karbodiimidu na naastice oproti imobilizaci lipasy na
mikrocastice je zpisobena velmi velkym povrchem nadgtic, ktery umoduje navazani
vétSiho mnozstvi enzymu kovalentni vazbou. Z grafupgrné, Ze pro imobilizaci lipasy

z praséiho pankreatu je vyhodna, oproti jinym metodam, bitivace pomoci karbodiimidu na

nanaastice.
110 - . . ,
100 4 - T O imobilizovana
L karbodiimidem na
~ 90 1 nanocasticich
¥ 80 . . .
< @ imobilizovana
g LA e karbodiimidem na
2 60 - L
g mikroc€asticich
© 50 . ]
Q E imobilizovana
2 A0l glutaraldehydem na
2 30+ nanodasticich
N 20 - O imobilizovana adsorbci na
10 - nanocasticich
0 _

lipasa

Obr.10. Srovnani aktivit (v %) pro rizné imobilizovanou lipasu. Lipasa z prasg pankreatu
byla imobilizovana na magnetické mikro resp. r@stice adsorpci a pomoci karbodiimidu a

glutaraldehydu. Byly provedenii tn&teni.
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4. 4. 2. Stanoveni zavislosti aktivity lipasy na pH

Aktivita volné lipasy z pras¢ho pankreatu byla &ena pomoci usiého substratu p-
nitrofenylbutyratu v prosedi Britton-Robinsonovych pufrs rozdilnym pH (4,35; 5,33; 6,37,
7,00; 7,96; 8,95; 9,15). Lipasa zprit® pankreatu byla imobilizovana pomoci
karbodiimidové metody na nat@stice obalené chitosanem a pouZita ke stejnéréienin
Porovnani aktivit obou lipas v zavislosti na pHzfrazeno na Obr.11, kdy nejvy3si séena
hodnota byla ozri@na jako 100 %. pH optimum volné lipasy byl@amo na pH asi 8,3. U
volné lipasy se zZmla objevovat aktivita asi od pH = 6fi miZzSich hodnotach pH nebyla
nalezena Zadna aktivita lipasy. Hodnoty aktivitimobilizované lipasy byly odlisné od volné.
U imobilizovana lipasy se #ala objevovat aktivita azippH asi 6,5. pH optimum pro
imobilizovanou lipasu nebylo &eno, protoze i pH = 9,15 z#&alo dochazet k rozkladu
unx¥lého substratu. Bylo zjigho, Ze jiz pi pH 9,15 po pidavku substratu bezippmnosti lipasy
do roztoku Britton-Robinsonova pufru doslo ke¢mhabsorbance o 0,015 za 1 minutu. U pH =
8,95 nebyla tato zéma absorbance vznikla rozkladem substratu zaznarae¥ budoucna by

bylo dobré vyzkouSet pro &eni pH optima imobilizované lipasy jinou metodu nsteeni

aktivity.
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Obr.11 Graf zavislosti aktivity lipasy na pH. Byla pouZita pankreaticka lipasa ve volné férm
a forme imobilizované pomoci karbodiimidu na n&ésticich obalenych chitosanem &idni
bylo prova@no v prostedi Britton-Robinsonovych pufrv rozsahu pH od 4,35 do 9,15. Byly
provedeny d¥ meieni.
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4. 4. 3. Stanoveni zavislosti aktivity lipasy nate plot & inkubace

Aktivita lipasy z prassiho pankreatu byla #&ena pomoci usiého substratu p-
nitrofenylbutyratu v prosedi pufru (0,01 moll, K-P, pH = 8). Lipasa byla imobilizovana
pomoci karbodiimidové metody na n&gaseticich a pouzita ke stejnémuieni. Ol lipasy byly
inkubovany pi teplotach (4 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C, & 40 °C) po dobu 30 minut a
poté byla stanovena jejich zbytkova aktivita. Powdv aktivit obou lipas v zavislosti na teglot
jejich inkubace je zobrazeno na Obr.12, kdy nejvga&erena hodnota byla ozéena jako 100
%. NejvysSi aktivita pro volnou lipasu byla &mana po inkubaciip 20 °C. Od této hodnoty
aktivita vyrazi klesala. Po inkubaciip40 °C byla aktivita volné lipasy rovna asi 12 Uity
lipasy inkubované ip 20 °C. NejvySSi aktivita pro imobilizovanou lipadbyla znétena po
inkubaci g 4 °C. Po inkubaci f» 40 °C byla aktivita lipasy rovna asi 45 % aktwitmgtené po
inkubaci @ 4 °C. Tato stanoveni ukézala, Ze imobilizovargada, oproti volné lipase, je
schopna si b vysSich teplotach zachovat vySSi aktivitu. Prmveani teplotni stability volné a
imobilizované lipasy z pragio pankreatu byla tena hodnota sh, cozZ je teplota, iip které si

enzym zachovava polaini aktivitu oproti nejvyssi stanovené aktévity imobilizované lipasy

byla hodnota 9, uréena u teploty asi 38,5 °C a u volné u teploty &si@.

120
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Obr.12 Graf zavislosti aktivity lipasy na teplo#€ jeji inkubace. Byla pouZita pankreatickd
lipasa ve volné forth a imobilizovana pomoci karbodiimidu na naastice obalené
chitosanem. Meni bylo provadno v prostedi pufru (0,01 moll, K-P, pH = 8). Byly
provedeny d¥ méieni u lipas inkubovanychtipsedmi fiznych teplotach (4 °C, 20 °C, 25 °C,
30 °C, 35 °C, 37 °C, 40 °C).
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4. 4. 4. Stanoveni Michaelisovy konstanty ( K,)

U volné a imobilizované lipasy z pré&deo pankreatu byla stanovena hodnota
Michaelisovy konstanty,, aby se Zzjistilo, zda po imobilizaci lipasy na o&stice dojde
zlepSeni afinity lipasy k usému substratu. Byla zffena zmndna absorbancefip405 nm za
minutu pro zvolené koncentrace &lého substratu (150; 300; 450; 600; 850 pritpla

sestrojena zavislostAA ,os proti 1/[S]. Po zvoleny = 0 bylo z rovnice regrese sgitanox a ze

vztahux = —K— spaitana Michaelisova konstantl{,{). Graf zavislostil/4A nal/c a rovnice

m
regrese pro volnou a imobilizovanou lipasu jsouraemény na Obr.13. Hodnoty Michaelisovy
konstanty pro volnou a imobilizovanou lipasu jssedeny v Tab.5. Michaelisova konstanta u
volné i u imobilizované lipasy byla vzhledem k ogil&m nefeni stejnd, coZ znamena, Ze

afinita enzymu k substratu se u imobilizované fpasznénila.

28 T
25 - o
29 | + voln4 lipasa
19 o )
16 - . A imobilizovana
< lipasa
d 13 -
- 10 - 2 y =2221,1x + 8,2884
174 R?=0,9576
4 y =1552,5x + 6,4877
1 R*=0,9714
24
-0,006 -0,003 0 0,003 0,006 0,009

1/c (Upmol.l ™)

Obr.13 Stanoveni K, pro umély substrat lipasy p-nitrofenylbutyrat. Aktivita volné a
imobilizované lipasy z pragiého pankreatu byla #&ena pomoci usiého substratu p-
nitrofenylbutyratw pufru (0,01 mol:t, K-P, pH = 8) g laboratorni teplat Byla zaznamenana
zmena absorbancefip405 nm za 1 minutu. Vyhodnoceni podle Linewed®erka. 1/c je
pievracena hodnota koncentrace substratu Wnéakesi. Kong&né koncentrace substidbyly

v rozmezi 150 - 850 pmot.l

Tab.5. Hodnoty K., pro volnou a imobilizovanou lipasu.

lipasa Kn(mmol.l 1)
volna 0,268 + 0,067
imobilizovana 0,239 + 0,089
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4. 4. 5. Opakované pouziti imobilizované lipasy

Aktivita lipasy z pras&iho pankreatu, ktera byla imobilizovana pomoci kditmidovée
resp. glutaraldehydové metody na n&sdicich, byla r¥ena pomoci u#iého substratu p-
nitrofenylbutyratu v progedi pufru (0,01 moll, K-P,, pH = 8). Prvni néeni bylo uteno jako
100 %.Céastice byly promyty a pouzity opakowam osmi nérenich. Procentova zma aktivity
lipasy v zavislosti na @ou opakovani je zobrazena pro imobilizovanou lipggamoci
karbodiimidu na Obr.14 a pro imobilizovanou lipggmoci glutaraldehydu na Obr.15. Po osmi
opakovanich si lipasa imobilizovana pomoci karboiiu zachovala asi 64 %aypodni aktivity
a lipasa imobilizovana pomoci glutaraldehydu asi%dkveé @ivodni aktivity. Velké chybové
Uuse&ky u opakovaného pouZziti imobilizované lipasy pomagutaraldehydu byly igjme
zpisobeny nedostateym promytim nenavazaného glutaraldehydedpgidanim lipasy, coz
mohlo zpisobit vzajemné sea¥ivani enzymu. Opakované pouZiti enzymu ulingg pouZivat
enzym vicekrat a tim sniZit ndklady u reakci, keléesito enzym pouziva.
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Obr.14 Graf zavislosti aktivity imobilizované lipasy pomoci karbodiimidu v procentech na
poétu provedenych opakovani. Byla pouzita pankreatickd lipasa imobilizovana pom
karbodiimidu na nangsticich obalenych chitosanemeidni bylo provadno v prostedi pufru

(0,01 mol.l', K-P,, pH = 8). Z imobilizovanym enzymem bylo uskéré&no osm opakovani.
Byly provedenyiti méieni.
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Obr.15 Graf zavislosti aktivity imobilizované lipasy pomoci glutaraldehydu v procentech
na poftu provedenych opakovani.Byla pouzita pankreaticka lipasa imobilizovana pom
glutaraldehydu na natasticich obalenych chitosanem.éidni bylo provasho v prostedi
pufru (0,01 molf, K-P, pH = 8). Zimobilizovanym enzymem bylo uskiri&no osm
opakovani. Byly provedeny dwgteni.
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5. Zavér

= Byla vypracovana reSerSe na téma lipasa a imobdizazyni na pevné nose.

= Na magnetické mikro a natd@stice obalené chitosanem byla imobilizovana patiica
lipasa metodou adsopce, glutaraldehydovou a karbiftivou. NejvyhodgjSi zpisob

imobilizace lipasy byl pomoci karbodiimidové metatly magnetické nagiastice.

= Byly studovany vlastnosti volné a imobilizované algy z prasgho pankreatu (pH
optimum, tepelnd stabilita a afinita lipasy k&lému substratu p-nitrofenylbutyratu). Pro
volnou lipasu bylo stanoveno pH optimum 8,3. Probitizovanou lipasu se pH optimum
hodnotach vysSich jak pH 8,96 dochazelo k rozklaahilého substratu a k spontalnimu
vzniku p-nitrofenolu.

= Lipasa imobilizovand na magnetickych naasticich ndla vySSi tepelnou stabilitu.

Hodnota E, se oproti volné pankreatické lipase zvySila o FZ5

= Byly stanoveny hodnoty Michaelisovy konstanty pramou a imobilizovanou lipasu.
Hodnoty obou konstant byly srovnatelné, coZ znaieerZ imobilizaci se afinita lipasy

k umélému substratu p-nitrofenylbutyratu némia.

= U imobilizované lipasy byla testovana opsara stabilita a bylo zji#nho, Ze lipasa
imobilizovana pomoci karbodiimidové metody na ng&stice niZze byt pouZita
opakovag. Po 8 nasobném pouZziti klesne jeji aktivita o0 360ypakované pouZiti lipasy

ma vyznam viiznych biotechnologickych procesech.
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7. Seznam pouzitych zkratek

ADCK aminodeacetoxycefalosporova kyselina
AE aminoethyl

APK aminopenicilinova kyselina

CM karboxymethyl

Con konkanavalin

CRL lipasa ZCandida rugosa

DEAE diethylaminoethy

DHA dekosapentaenova kyselina

DvB divinylbenzen

EDC-HCI N-(3-dimethylaminopropyl)-N‘-ethylkarbodiiich hydrochlorid
EPA eikosapentaenova kyselina

GA glutaraldehyd

GMA glycidylmethakrylat

HEMA 2-hydroxyethylmetakrylat

MA methakrylat

MAA methakrylové kyselina

MAPA N-methakryloyl-(L)-fenylalaninmethylester
MMA methylmetakrylat

NCS 1,4-fenylendiisothiokyanét

NHS N-hydroxysukcinimid

PAA polyakrylova kyselina

PEG polyethylenglykol

PHEMA poly-2-hydroxyethylmetakrylat

PLA kyselina poly-L-mléna

PMMA polymethylmetakrylat

pNP p-nitrofenyl

PS polystyren

PUFA mastné kyseliny z dlouhyfatzcem

PVA polyvinylalkohol
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