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Cile prace

Teoreticka cast:

Provést literarni reSerSi o magnetickych mikro a nanocasticich (pfiprava,
povrchovéa Uprava, pouZiti v praxi) a imobiliza¢nich technikach.

Dale provést literarni reSerSi na téma a-amylasa z Aspergillus oryzae (struktura
a vlastnosti, metody stanoveni aktivity, aktivatory a inhibitory, chemicka

modifikace) a pouZiti a-amylasy v pramyslu.

Experimentalni ¢ast

Imobilizace a-amylasy (Aspergillus oryzae) na magnetické mikrocastice (MT
100, MT 200) a nanocastice obalené chitosanem.

Stanoveni K, volné a imobilizované a-amylasy (zhodnoceni afinity
imobilizovaného enzymu v porovnani s volnym enzymem).

Charakterizace imobilizované a-amylasy na magnetickych mikrogasticich (MT
100, MT 200) a na nanoc€asticich, srovnani s volnou a-amylasou (stanoveni
vazebné kapacity, operacni stability, pH stability, teplotni stability, stability pfi

skladovani, funkéni stability, hodnota K,).



1. Uvod

Magnetické mikro a nanocCastice jsou pouzivany a studovany v mnoha
oblastech biotechnologie, v mediciné a v pfirodnich védach. Jako nanocCastice
oznacCujeme Castice, které jsou vétsi jak 1 nm a menSi jak 1000 nm, mikro¢astice maji
rozmezi 1-1000 um. Na povrch téchto magnetickych Castic je mozné imobilizovat
rizné biologické molekuly. Magnetické Céstice jsou pfipravovany ve vétSiné pfipadu
synteticky. Jsou tvofeny magnetickym jadrem (nejCastéji oxidy Zeleza) a
funkcionaliza¢ni slupkou stabilizujici ¢astici a umoznujici zavedeni funkénich skupin na
jeji povrch, na ktery Ize poté imobilizovat cilovou molekulu.

Casto pouzivané jsou i mikrobidlni enzymy, rekombinantni technologie
mikroorganismG umoZiuje pfipravit enzym pozZadovanych vlastnosti. DaleZitou tfidou
enzymu jsou hydrolasy, mezi které patfi i a-amylasa (EC 3.2.1.1.) katalyzujici Stépeni
1,4-a-D-glykosidické vazby uvnitf polysacharidového fetézce amylosy, amylopektinu i
glykogenu. Amylasy jsou pomérné rozSifené. Byly nalezeny u savcu, mikroorganismu
ale i v semenech rostlin. a-Amylasy produkované mikroorganismy jsou pouzivané v
papirenském a textilnim pramyslu. a-Amylasy produkované plisnémi jsou hojné
vyuzivané v potravinarstvi (pekafrstvi, vyroba fruktosovych sirupl, pekarstvi).

V primyslu jsou pouzivané a-amylasy €asto vystaveny extrémnim podminkéam,
napf. vysoké nebo nizké hodnoty pH, zvySena teplota a tlak, oxidacni Cinidla. Pro
zvySeni stability se pouziva chemickd modifikace nebo imobilizace, kdy adsorpce a

kovalentni navazani jsou nejCastéjSimi zplsoby imobilizace.
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2. Teoreticka cast

2. 1. Historie magnetickych €astic

Prvni zminky o magnetickych &asticich pochazeji ze 4. - 5. stoleti pf. n. I. z
Egypta a Ciny. Tehdy bylo objeveno rozpustné zlato, které bylo pouZivano v mnoha
oblastech (Rezanka et al., 2007). Pro estetické udely se pouZivalo pfi vyrobé
rubinového skla a barveni keramiky. Vyuziti mélo také v Iékarstvi pfi 16Cbé srdeCnich
problém, uplavice, epilepsie a nador(.

Znameé jsou ,Lykurgovy pohary“ (Obr.1) pochazejici asi ze 4. stoleti naseho
letopoétu, jejichz &ast se nachazi v Britském muzeu v Londyné (Rezanka et al., 2007).
Obsahuji nanocastice slitiny na bazi Au - Ag v poméru 3:7. Neni zndmo jakou

technologii vyroby téchto poharu a podobnych artefaktt fimsti sklafi pouzivali.

Obr.1: Lygurkovy pohary. Pfevzato z internetovych strdnek http://www.british-museum.ac.uk.

DalSim pfikladem je leskla glazovana keramika z 13. - 16. stoleti. Zjistilo se, Ze
lesk vyvolava dekorativni kovovy film o tloustce 200 - 500 nm, obsahujici stfibrné
sférické nanokrystaly. Keramika z italské Umbrie byla v 15. a 16. stoleti pro své
nadherné barvy vysoce cenéna po celé Evropé (Rezanka et al., 2007). Tym védcu z
univerzity v Perugii vedeny Brunem Brunettim zjistil, Ze glazury renesan¢ni keramiky
obsahuji ¢astice médi a stfibra o priméru 5 - 100 nm.

V roce 1857 Faraday ziskal koloidni zlato redukci vodného roztoku
tetrachlorozlatitanu. V roce 1861 jako prvni popsal suspenzi obsahujici Castice o
rozmérech 1 - 100 nm Thomas Graham, britsky chemik a nazval ji koloidnim systémem
(Rezanka et al., 2007).

-11 -



Koncem 20. stoleti uz uméli védci manipulovat s atomy, molekulami a klastry na
povrsich. Miniaturizace struktur konvenéni a elektronovou litografii dosahuje
teoretického limitu kolem 50 nm. Pro dalSi miniaturizaci musely byt vyvinuty alternativni
metody.

2. 2. Magnetické mikro a nano¢astice

Definice nanocCastic neni jednotna a pojem zahrnuje nékolik strukturou

rozdilnych typl Castic. Nanoc&astice jsou vSechny Castice vétSi nez 1 nm a mensi nez

1000 nm (1 um) (Obr. 2); mikroCastice se nachazeji pak v rozmezi 1-1000 pum.

Obr. 2: TEM snimek magnetickych nanog&astic Zeleza. Pfevzato z UMCH AV CR

Magnetické nanoc&astice Ize rozdélit na magnetické kapaliny nazyvané
Jferrofluids®, biogenni magnetické nanoCastice a biokompatibilni magnetické
nanocastice. Magnetické kapaliny jsou suspenze velmi jemnych magnetickych &astic o
priméru 2-20 nm ve vhodné nemagnetické nosné kapaliné . Tyto Castice byvaji
oznaCovany jako superparamagnetické. Jsou pfitahovany magnetickym polem, ale
neudrzuji zbytkovy magnetismus po jejich odstran&ni z magnetického pole (Safafik &
Safafikova, 2002).

Prvni zminky o biogennich magnetickych nanocasticich pochazi z roku 1975,
kdy Blakemore objevil magnetotaktickou bakterii. Magnetotaktickd bakterie
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Magnetospirillum  magnetotacticum  (Obr.3) patfi do heterogenni skupiny
gramnegativnich prokaryot s morfologickou rozmanitosti. Ma schopnost syntetizovat ve
svych burikach krystalky magnetitu (FesO4) o velikosti 50-100 nm a vyuziva je pro
orientaci v magnetickych polich. Kazdy krystalek magnetitu ma tato bakterie zabaleny
do membrany a tvofi tak organelu ozna¢ovanou jako magnetosom. Bakterie z krystal(

vytvari fetizky, které funguji podobné jako stfelka kompasu (Blakemore, 1975).

Obr.3: Magnetospirillum magnetotacticum - délka usecky je jeden mikrometr. Pfevzato z The

internet encyclopedia of science.

Biokompatibilni magnetické nanoc&astice pouzivané predevsim
v bioanalytickych medicinskych stanovenich Ize rozdélit do nékolika strukturnich typa.
Déli se na kvantové tecky, dendrimery, kovové a polovodi€ové nanolastice a
magnetické nanocastice. Kvantové teCky jsou monodisperzni anorganické
nanokrystalové &astice z polovoditového materialu o velikosti povrchu 2-10 nm? (Parak
W. J et al., 2002). Dendrimery jsou vysokomolekularni az makromolekularni struktury
skladaji se z mnoha vétvi zvanych dendrony, které jsou pravidelné umistény kolem
centralniho jadra (Stirib S. E. et al., 2002). Kovové a polovodiCové nanocastice maji
vynikajici optické a polovodicové vlastnosti (Katz & Willner, 2004).

Velikost mikrogastic se pohybuje v rozmezi 1-1000 um (Obr.4). K vyrobé
nosicu jsou pouzivany nejriznéjsi materialy, nejcastéji oxidy Zzeleza — y-Fe,0O; a Fe;0,
(Li et al., 2007), CrO,, Cisté kovy — Co, Ni, Fe a jejich slitiny nebo ferity - NiFe,O,,
MnFe,O, a CoFe,O, (Wang et al., 2008).
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Obr.4: Magnetické mikroCastice. Pfevzato z Mackova et al., 2006.

RUzné typy magnetickych mikro a nanocastic se pouzivaji ve velkém mnozstvi
v odvétvich jako jsou biotechnologie, biologické a chemické védy (Safafik &
Safafikova, 1997). Magnetické mikro&astice byly pouzivany dfive neZ nano&astice.
Maji stejné uziti jako nanoCastice, ale jejich nevyhodou je menSi povrch ve srovnani
s nanocasticemi, proto se dnes pro fadu aplikaci misto mikro¢astic voli nanocastice
(Safafik & SafaFikova, 2002).

2. 2. 1. Vlastnosti magnetickych &astic a jejich chovani v magnetickém poli

Povrch magnetickych ¢astic je mozné modifikovat rdznymi materialy, které
dovoluji navazat biologicky aktivni latku a mohou byt zaroven biokompatibilni. Vzniklé
magnetické jadro se nasledné stabilizuje obalenim syntetickymi &i pfirodnimi polymery,
popf. jinymi latkami. V porovnani s objemovymi nosi¢i maji magnetické Castice velky
povrch a tim lepSi vazebnou kapacitu pro biomolekuly jako jsou rGzné proteiny
(enzymy, protilatky), nukleové kyseliny nebo oligonukleotidy. Nejvyznamnéjsi vlastnosti
magnetickych &astic je schopnost manipulace v magnetickém poli. (Safafik &
Safafikova, 2009).

Chovéani magnetickych ¢astic v magnetickém poli zavisi zejména na velikosti
téchto Castic. Vyzkumy bylo zjisténo, Ze zmény magnetickych vlastnosti ¢astic se
uskute€nuji v souvislosti ze zménou velikosti €astic z rozsahu mikrometrd na
nanometry. Céstice vykazuji superparamagnetické chovani pfi dostateéné malych
velikostech v rozmezi od 6 do 15 nm, zatimco feromagnetické chovani muzeme

pozorovat u ¢astic, které maji velikost v rozsahu mikrometrt (Bean et al., 1959).
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2. 2. 2. Prfiprava magnetickych Castic

Magnetické Castice mohou byt pfipraveny rdznymi metodami a Ize tak
dosahnout pozadovanych velikosti a tvari a tim i pozadovanych chemickych a
fyzikalnich vlastnosti. Proto pfi pfipravé magnetickych ¢astic musime zvazit jaka bude
jejich dalsi aplikace (Shenhar et al., 2005). K metodam umoznujicim pfistup k témto
informacim patfi pfedevSim metody elektronové mikroskopie a metody studia povrcha
pomoci skenovaci elektronové mikroskopie- SEM. Timto zpisobem je mozné studovat
i kvalitu a charakter obalové vrstvy.

Pro pfipravu magnetickych ¢astic se pouzivaji metody koprecipitace, chemicka
metoda, polymeraéni metoda, in situ metoda a metoda zakotveni. Koprecipitace je
synteticka metoda zaloZzena na srazeni ¢astic z vodného roztoku obsahujici Zeleznaté
a zelezité soli, kdy je srazeni indukovano smichanim roztoku ze zasadou (Guo et al.,
2010). Dale je vyuzivana chemick&d metoda, ktera je zaloZena na nukleaci a ristu tuhé
faze. Tento proces je nejCastéji vyvolan chemickou redukci soli kovl. Redukce soli
prechodnych kovl v roztoku je nejvice rozSifena metoda pro pfipravu koloidnich
suspenzi kovl a je velmi jednoduSe proveditelnda. Umoznuje, aby byly v gramovych
mnozstvich pfipraveny koloidni magnetické castice poZadované velikosti s malou
odchylkou. Za timto u€elem je pouzivan Siroky rozsah reduk&nich Cinidel. Nejcastéji se
jedna o hydridy a soli (Yonezawa et al., 2000). Ke kontrole ristu magnetickych ¢astic a
k jejich ochrané pfed agregaci je pouzivano velké mnozstvi stabilizatord, kterymi jsou
donorové ligandy nebo polymery. Prvni reprodukovatelny standardni navod pro
pFipravu koloidi kovl publikoval Turkevitch (Turkevitch et al.,1951), ktery také navrhl
mechanismus pro tvorbu nanoc&astic zalozeny na nukleaci, ristu a agregaci a ktery je
stéle platny.

Kromé pfipravy magnetickych mikro a nanocastic kovu Ize ziskat i Castice jejich
oxidd, sulfidd a selenidu. Jejich vyuziti ale neni tak Siroké jako u €astic kovd. Syntéza
je vétSinou provadéna ve vodnych roztocich, ve kterych se jako redukéni €inidlo
pouzivd hydrazin nebo hydroxylamin (Cushing et al.,2004). Polymerni magnetické
mikro a nanocCastice se vétSinou ziskavaji fizenou polymeraci ve vodé plsobenim
peroxidu vodiku, tepla nebo ultrazvuku. Lze takto pfipravit kopolymery alginat sodny-
chitosan a anthracen-polyakrylamid (Wang et al., 2005).

Magnetické Castice pfipravené metodou in situ jsou tuhé nebo porézni,
obsahujici mnozstvi funkénich skupin zahrnujicich -NH,, -NO,, -COOH a -OH. Castice
jsou ziskany bobtnanim v roztoku soli kovu a naslednou interakci mezi funkéni

skupinou a ionty kovu. Tuto metodu zaved| Ugelstand et al. a ziskal tak magnetické
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mikroCastice pfipravené metodou in situ, které se dnes prodavaji komeréné pod
nazvem Dynabeads a jsou pouZzivany v mikrobiologii, molekularni biologii a imunologii
(Ugelstand et al., 1998).

PFi metodé zakotveni jsou pouzivany magnetické ¢astice v polymernim roztoku.
Nejprve je smés mechanicky michana, poté je rozptylena ultrazvukem. DalSimi procesy
jsou koagulace, usazovani a odpafovani. Metoda zakotveni umozruje pomérné
jednoduché ziskani magnetickych ¢astic, avdak vysledné magnetické Eastice vykazuji

nepravidelny tvar a pfitomnost necistot (Xia et al., 2011).

2. 3. Uprava povrchit magnetickych &astic

Vzniklé magnetické Castice lze pouzit pfimo, ale pro vétSinu biologickych
aplikaci se provadi Gprava jejich povrchu (Rezanka et al., 2007). Uprava povrchu &astic
zabrani jejich shlukovani a vneseni funkénich skupin. Povrch &astice se potahuje
polymerni vrstvou, kterd umozZnuje navazani urcité latky. Pro navazani této latky musi
byt spinény podminky biokompatibility a biodegradace v pfipadé aplikace téchto latek
do zZivého organismu. Vhodné zvoleny povrch pak umozni kovalentni vazbu dalSich
latek v zavislosti na tom, jaké funk&ni skupiny upraveny povrch &astic nese (Rabiskova,
2008).

2. 3. 1. Slouceniny pro upravu povrchu magnetickych ¢astic

Slouceniny pro Upravu povrchl jsou latky vnasejici aktivni funkéni skupiny na
povrch magnetickych &astic, které umoznuji navazani pozadované latky. Slouc¢eniny k
upravé povrchu magnetickych mikro a nano¢astic mohou byt organické, anorganické a
polymerni (Tab. 1, 1,). Mezi organické slou€eniny patfi napfiklad kyselina
alkansulfonova, kyselina alkanfosfonova, kyselina olejova a kyselina stearova (Gupta,
2005). NejCastéji pouzivanymi anorganickym latkami jsou zlato (Chen et al., 2003),
kifemik a gadolinium (Gupta, 2005).

Polymerni slouceniny se deéli na syntetické a pfirodni. Mezi syntetické
polymerni latky nalezi napfiklad poly(vinylpyrrolidon) — PVP (D'Souza et al., 2004),
poly(ethylenglykol) — PEG (Zhang et al., 2002), poly(vinylalkohol) — PVA (Shan et al.,
2003) a fosforylcholin (Denizot et al.,, 1999). Navzdory jejich Sirokému pouZivani,

vykazuji nékteré nevyhody souvisejici s jejich hydrofébnosti. Proto se zacal pouZivat
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hydrofilni material (hydrogel) poly-2- hydroxyethylmetakrylat (PHEMA), ktery je také
biokompatibilni, coz je dulezité v oblasti mediciny.

Pfikladem pfirodnich polymernich ¢inidel jsou dextran (Berry et al., 2003),
alginat a Zzelatina (Olsen et al., 2003). Vyznamnym pfirodnim materidlem pro
funkcionalizaci magnetickych ¢astic je polyaminosacharid odvozeny od chitinu —
chitosan - (1—4)-2-amino-2-deoxy-B-Dglukan (Obr. 5). Chitosan je zndm svymi
unikatnimi vlastnostmi jako biologicka rozlozZitelnost na neskodné produkty, netoxicita,
fyziologicka inertnost, antibakterialni viastnosti a nizka cena (Krajewska, 2004).

Jinymi Cinidly pouzZivanymi pro zvétSeni rozpustnosti ve vodném médiu jsou
oleat sodny, dodecylamin a karboxymethylcelulosa (Dresco et al., 1999). Pro Upravu
povrchu jemnych nanoéastic se pouZiva silikagel nebo porézni sklo (Safafik &
Safafikova, 1995).

OH OH OH
HOSNCZ 10 o O/ﬁb
HO HO HO OH
NH, NH, NH,
n

Obr. 5: Struktura chitosanu.

Tab.1l,: Prehled organickych, anorganickych a polymernich latek pouZivanych k povrchové

modifikaci magnetickych ¢astic.

Cinidla Obalovy material Vyhody Zdroje
kyselina alkansulfonova
organické kyselina alkanfosfonovd  stabilizuji koloidni roztoky Gupta, 2005
latky kyselina olejova
kyselina stearova
anorganické  zlato Chen et al., 2003
latky kiemik zamezuji koagulaci &astic Gupta, 2005
gadolinium
nekovalentni  imobilizace
polymery- PEG PEG na povrch ¢&astice Zhang etal., 2002
syntetické zvySuje biokompatibilitu
PVP stabilizuje koloidni roztoky D'Souza et al.,
2004
PVA zamezuje koagulaci ¢astic Shan et al., 2003
fosforylcholin stabilizuje koloidni roztoky Denizot et al., 1999
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Tab.1l,: Prehled organickych, anorganickych a polymernich latek pouzivanych k povrchové

modifikaci magnetickych ¢astic.

dextran stabilizuje koloidni roztoky Berry et al., 2003
pfirodni kation aktivni linearni
polymery- polymer, biokompatibilni, hojné
pfitodni chitosan vyuzivany % zemédélstvi, Krajewska, 2004
medicing, textilnim pramyslu a
oSetieni vody
Zelatina krystalizujici €inidlo, emulgator,  Olsen et al., 2003

biokompatibilni

2. 3. 2. Zpusoby upravy povrchl magnetickych Castic

Uprava povrchd se v laboratofi provadi nékolika zplsoby. Casto pouzivanym
zpusobem je povrchova uprava magnetického materialu silanizaci. Na  povrch
magnetického materialu vneseme potfebnou funkéni skupinu. Silanizace je mozné
provést tfemi zplsoby (Safafik & Safafikova, 1995). PFi silanizaci v organickém
rozpoustédle se magneticky material vnese do roztoku silanizaéniho cinidla
rozpusténeho v toulenu. Pfi odpafovacim postupu se magneticky material suspenduje
v roztoku silaniza¢niho ¢&inidla v acetonu, rozpoustédlo je poté na rotacni odparce
odstranéno. Poslednim zplGsobem je silanizace ve vodném prostfedi, ktera se provadi
ve vodném roztoku silanizadniho Cinidla. Suspenze je zahfivana za specifickych
podminek a po promyti vodou je magneticky material pfipraven k dalSimu pouziti
(Safafik & SafaFikova, 1995).

Dal8i moznosti je Uprava nepolarnimi organickymi Cinidly. Byla popsana fada
metod zabyvajici se timto tématem. Gedanken se zabyval adsorpci kyseliny
alkansulfonové a kyseliny alkanfosfonové na povrch amfotermnich Fe,O3; nanocastic.
Tyto Cinidla slouzi ke stabilizaci koloidni disperze. Sahoo se zabyval Upravou povrchu
magnetickych ¢astic pomoci kyseliny olejové, dodecylfosfonové, hexadecylfosfonové a
dihexadecylfosfonové. Ugelem byla stabilizace ¢&astic v organickém rozpoustédle
(Gedanken et al.,1999).

PFi Upravé povrchl magnetickych €astic anorganickymi Cinidly se na povrch
Castice nanese vnéjsi kovovy obal. Obal muze byt tvofen vySe zminénymi kovy jako
jsou zlato, gadolinium nebo kfemik. Tato Uprava poskytuje ¢asticim nejen zvySenou

stabilitu, ale také pomaha pfi vazbé rlznych biologickych ligandd na povrch astic.
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Nejéastgji se pro Upravu povrchu pouziva zlato a kfemik. Castice, které maji povrch
upraveny kiemikem jsou nejen stabilni, ale poskytuji kovalentni vazby se specifickymi
ligandy. Navic takto upraveny povrch je velmi stabilni i ve vysokych objemech a pfi
zménach pH (Mulvaney et al., 2000).

Uprava pomoci polymerl mé uplatnéni v rGznych oblastech. Srazeni &astic
v polymerni matrici vytvafi ochranu pfed koagulaci (Berry et al., 2003). Ungelstadova
metoda pouziva piimé srazeni se solemi Zeleza uvnitf pérovitého polystyrenu. Castice
ziskaji vétsi velikost, ktera je v rozmezi 2,8 az 4,5 um, a jsou vhodné pro magnetické
separace (Ugelstad et al., 1993). DalSim zpUsobem upravy povrchl €astic je zaloZzeno
na jednoduchém postupu spocivajicim na smichani polymerd s magnetickymi
asticemi (Safafik & Safafikova, 1993).

V posledni dobé jsou dostupné i komeréné pfipravené vhodné& povrchové
modifikované magnetické Castice. Mezi nejvétsi firmy vyrabgjici magnetické nosice
patfi Invitrogen (mikroCastice Dynabeads), Advanced Magnetics (USA) &i Miltenyi
Biotec (N&mecko); v Ceské republice je vyrobcem celulosovych magnetickych nosicd
firma lontosorb (Usti nad Labem). Pro b&zné laboratorni G&ely je ovéem cena vétsiny

téchto produktd vysoka.

2. 4. Imobilizace enzymi na pevné nosice

Prvni zminky o imobilizaci enzym0 na pevné nosiCe byly zvefejnény uz na
pocatku minulého stoleti, kdy se zaalo uvaZzovat o opétovném pouziti drahych
enzymu. V roce 1916 Nelson a Griffin imobilizovali invertasu na pevny povrch (aktivni
uhli, hydroxid hlinity), ale takto imobilizovany enzym se ukazal jako velmi nestabilni
(Buchholz et al., 2005). V roce 1971 probéhla prvni konference enzymového
inZenyrstvi kde byl zaveden termin imobilizované enzymy (Katchalski et al, 2000).

Povrchovou Upravou magnetického materialu se vnese na povrch
magnetického materialu potfebna funkéni skupina, ktera je nezbytnd pro naslednou
imobilizaci cilovych latek na magnetické Castice (Obr.6). Pokud je pfislusna funkéni
skupina reaktivni, napfiklad epoxyskupina, muze se pfimo na nosi¢ imobilizovat
biologicky aktivni latka nebo afinitni ligand. V pfipadé, ze na nosici jsou pfitomny jiné,
nereaktivni skupiny, jako amino-, sulfohydryl-, karboxy- skupina, je pFed vlastni

imobilizaci nutnd jejich aktivace (Weetall & Lee, 1989).
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Obr.6: Schéma imobilizace latek na magnetické Castice.

Pro aktivaci se pouziva napfiklad disukcinimidylsuberat, glutaraldehyd (Obr.7) a
EDC — 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-karbodiimid (Obr.8) (Safafik & Safafikova,
1995).

/
- CH,-CHO

N
H,C N =C=N /_/_
™ CH,- CHO P

Obr. 7: Glutaraldehyd Obr. 8: EDC

Imobilizované enzymy vykazuji v porovnani s volnymi lepsSi teplotni i pH stabilitu
a termostabilitu. Hlavni vyhodou je vS3ak moznost opakovaného pouziti a tim snizeni
finan¢nich nakladu (Liu et al., 2005). | pfes vyhody, které sebou imobilizace pfinasi, je
nutné zvazit i néktera negativa, jenz jsou s témito technikami spojena. PFi imobilizaci
obvykle dochazi ke sniZeni afinity enzymu k substratu (hodnota Km je vyssi) a
castecné ztraté katalytické aktivity. Naklady na pfipravu ukotveného enzymu mohou
byt v nékterych pfipadech dosti vysoké a samotna imobilizace tak ztraci na efektivité
(Lei et al., 2007).
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2. 4.1. Metody imobilizace enzymu na pevné nosice

Vyhody imobilizovanych enzym( byly jiz zminény dfive. Imobilizace enzymu je
zaloZena na omezeni volnosti pohybu enzymu, pfi niZ se rozhoduje o materialu matrice
a o metodé imobilizace. Navazani enzyml na nerozpustné nosi¢e se velmi €asto
provadi pfimou adsorpci ¢i kovalentni vazbou. PFfi pouziti bifunk&énich, popf.
vicefunkénich Ccinidel dochazi k zesiténi jednotlivych molekul enzymu. K dal8im
pouzivanym technikdm patfi zabudovani enzymu do struktury vhodné polymerni
matrice nebo jeho uzavieni do semipermeabilni polymerni membrany (Sassolas et al.,
2012) (Obr. 9).

T—
[T £
E
' E
' E
E
\ = 2
Zachyceni do polymerni matrice Adsorpce Kovalentni
imobilizace
—_— E — =
f E\_ E \ E E
E
D e \ :
L -, ' E
E E .
Zesiténi Enkapsulace

Obr. 9: Pfehled technik pouZivanych k imobilizaci enzymd. Zachyceni do polymerni matrice,

adsorpce, kovalentni imobilizace, zesiténi, enkapsulace. Pfevzato z Sassolas et al., 2012.
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2.4.1.1. Adsorpce

Imobilizace adsorpci je nejjednodussi a ekonomicky nejvyhodnéjSi metoda, pfi
niz molekuly s nosi¢em interaguji pomoci iontovych, hydrofobnich, vodikovych ¢&i van
der Waalsovych interakci. Pouze prvni dvé zminované pfispivaji k silnéjsi vazbé enzym
— nosi¢. Metoda adsorpce je zaloZena na smichani biologické latky s nosi¢em, na ktery
se ma dana latka adsorbovat. Dllezité pro spravnou adsorpci je pouZiti optimalnich
reak¢nich podminek (pH, teplota, iontova sila aj.). Poté probiha inkubace a nasledné je
material promyt pro zbaveni nenavdzanych komponent. Vyhodou adsorpce je
reversibilita, diky niZ je umoznéno nejen c&isténi proteind, ale i znovupouziti nosicu.
Nevyhody této metody zahrnuji postupnou ztrdtu enzymu a nespecifickou vazbu
(Mateo et al., 2000).

2.4.1.2. Zesiténi

PFi imobilizaci metodou zesiténi neni potfeba pouzit matrici. Enzymy se spojuji
navzéjem do velké tfidimenzionalni struktury, coZ je umoznéno rdznymi chemickymi a
fyzikdlnimi metodami. Chemickd metoda vyuZiva celou Ffadu funkénich cinidel
(glutaraldehyd, bisdiazobenzidin), které wvytvafi chemické vazby mezi molekulami
proteinu a vznika tak nerozpustna sit' (Eldin et al., 2000). Fyzikalni metodou miZze byt
flokulace, kdy jsou jako cinidla pouZivany polyaminy, polyethyleniminy, sulfonaty

polystyrenu a rtizné fosfaty (Bickerstaff, 1997).

2.4.1. 3. Zachyceni

Imobilizace zachycenim je zaloZzena na volnosti molekuly enzymu v roztoku
jehoz pohyb je omezen pouze mfizkou gelu. Velikost pérd v gelu je kontrolovana, aby
se zabranilo ztraté enzymu z gelu, ale zaroven musi byt umoznén pfistup substratu k
enzymu a eliminace produktu ven z gelu. NejCastéji jsou pouzivany polypeptidy
(zelatina, kolagen, kasein), polysacharidy (karragenan, alginat, agarosa) a syntetické
polymery (polyakrylamid, polyvinylalkohol). Jsou znamy dva zplsoby zachyceni, v
prvnim dochazi k smichani enzymu s polymerem a naslednému zesitovéani. Druhy je
zaloZen na smichéani enzymu s monomery a nasledné polymerizaci a zesitovani. V

obou pfipadech je enzym zachycen v mfizce (Bickerstaff, 1997). Upravou podminek pfi
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polymerizaci Ize zménit strukturu sité, velikost ¢astic a poérovitost polymeru. Pérovitost
lze také zménit zpusobem suSeni, povrchovym napétim rozpoustédla nebo

polymerovym sloZzenim gelu (Brady et al., 2009).

2.4.1.4 . Enkapsulace

Enkapsulace enzym( muze byt dosaZzeno obalenim enzymu semipermeabilni
membranou. Enkapsulace je jednoducha, pokud je enzym v roztoku volny. Velké
proteiny nebo enzymy nemohou projit dovnitf nebo ven z kapsule, ale malé substraty
nebo produkty mohou volné prochazet prfes semipermeabilni membranu. Jsou
pouzivany vétSinou mikrokapsule od 10 do 100 pum v praméru (nylon, nitrocelulosa)
(Bickerstaff, 1997). Komeréné dostupna duta vlakna a ultrafiltraéni membrany jsou
odolné vaci chemickym a mechanickym vlivdm, proto jsou vhodné k dlouhodobému
pouzivani (Monshipouri et al., 1992). Vzhledem k tomu, Ze nedochazi k zadnym
chemickym interakcim s polymerem, je metoda vhodna pro imobilizaci citlivéjSich
proteind. K vyhodam patfi i moznost imobilizace vice enzym( najednou (Chang et al.,
1996).

2.4.1.5. Kovalentni imobilizace

Principem kovalentni imobilizace je chemicka reakce funkénich skupin
prislusného nosie a proteinu poskytujici pevnou vazbu mezi enzymem a nosicem, a
tim doché&zi ke snizeni rizika jeho uvolfiovani (Cao et al., 2005). Vazby jsou pfevazné
vytvareny mezi funk&nimi skupinami nosi¢e a amino nebo karboxy skupinami, které
poskytuje enzym. VyuZivd se amino skupina z argininu nebo lysinu, karboxylova
skupina asparagové nebo glutamové kyseliny, hydroxylova skupina serinu nebo
threoninu a thio skupina cysteinu (Bickerstaff, 1997). Pfed vlastni imobilizaci je obvykle
nutné funk&ni skupiny nosi¢e aktivovat pomoci vhodné zvoleného cinidla. Aktivace
nosic¢e nesouciho hydroxyskupinu je provadéna za pomoci epichlorhydrinu. V pfipadé,
Ze nosi¢ obsahuje vice hydroxylovych skupin se k aktivaci pouziva bromkyan. Pokud
nosi¢ obsahuje karboxylové skupiny provadi se aktivace karbodiimidem (Akkaya et al.,
2009).

V pfipadé nosi¢l nesoucich aminoskupinu je nej¢astéjSim Cinidlem pouzivanym
k aktivaci pomérné levny a bézné dostupny glutaraldehyd. Vlastni aktivace spociva v

tvorbé nestabilni Schiffovy bdze mezi aminoskupinou nosi¢e a aldehydovou skupinou

-23-



glutaraldehydu. Druh& aldehydova skupina zlstava volna a lze ji tedy vyuzit pro
stejnou reakci s aminoskupinou proteinu. Zpravidla nasleduje redukce Schiffovy baze
pomoci kyanoborohydridu sodného, kdy je jednoducha vazba stabilngjsi (Mateo et al.,
2007).

2.4.1. 6. Magnetoliposomy

DalSi moznosti pro imobilizaci biologicky aktivnich latek je pouziti
magnetoliposomu (Obr. 10), které mohou byt vyuzity zejména pro imobilizaci
membranové vazanych enzyma (hovézi cytochrom c oxidasa), kdy se aktivita a

stabilita tohoto enzymu po imobilizaci na magnetoliposomy vyrazné zvysila ve srovnani

s volnym enzymem (De Cuyper et al., 1996).

Obr. 10: Magnetoliposomy. Pfevzato z Geoffrey et al., 2011. TEM mikroskopie.
Magnetoliposomy obsahujici zapouzdfené magnetické ¢astice jsou znazornény pod Cislem 1.
Pod &islem 2 jsou zobrazeny volné magnetické &astice. Cislo 3 znazorfuje natrzené
magnetoliposomy s vypusténymi magnetickymi &asticemi. Pod ¢&islem 4 jsou znazornény

nezapouzdifené magnetické &astice a pod €islem 5 shluky &astic.
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2.4.2. Piiklady enzym( a dalSich biologicky aktivnich latek imobilizovanych na

magnetickych ¢asticich

Na magnetické castice jiz byla imobilizovana fada latek. Jsou to enzymy,

protilatky, DNA, RNA a dalSi. Pfrehled latek, které byly imobilizovany, jejich zdroje a

afinitni ligandy, shrnuji tabulky 2, 3, a 4.

Tab.2: Pfiklady imobilizovanych enzymd na magnetickych €asticich

Enzym Zdroj Nosic Reference
aminopeptidasa Arabidopsis N-1-naftylftalaminova Tillotson et al., 2001
kys.

kaspasa lidské bunky agarosa Yaacob et al., 1994

trypsin praseci slinivka chitosan Massia et al., 2000

urokinasa surovy pripravek dextran, agarosa, PVA Vladimir et al., 1999
urokinasy

a-amylasa praseci slinivka alginat Panyam et al., 2003

lysozym slepi¢i bilek PVA Safafik et al., 2001

glukoamylasa  Aspergillus niger alginat Ziolo et al., 1992

Tab.3: Pfiklady imobilizovanych protilatek na magnetickych ¢asticich.

Protilatka Zdroj Nosi¢ Reference

polyklonalni krali¢i sérum Dynabeads M-280 Rosensweig et al., 1969
protilatky

monoklonalni mysi kultura magnetit Tadmor et al., 2000
protilatky

1gG krevni sérum karboxyl Portet et al., 2001

Tab.4: Imobilizace DNA/RNA, albuminu a hemoglobinu na magnetickych ¢asticich.

Protein Zdroj Nosi¢ Reference
DNA tkang, E.coli celulosa Sauzedde et al., 1999
RNA S. cerevisiae streptavidin Jiles, 1991

albumin, hovézi sérum

hemoglobin

komer¢ni preparat

komer¢ni preparat

PVA, PEG

amin

Khalafalla et al., 1980

Lawrence et al., 1992
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2. 4. 3. Aplikace imobilizovanych latek na magnetickych ¢asticich

Latky imobilizované na magnetické c¢astice byly vyuzity v fadé oboru.
Imobilizované biologicky aktivni latky nachazeji uplatnéni zejména pfi analyze proteina,

pfi purifikaci latek a v biotechnologickych procesech.

2.4 .3 .1. Imobilizované proteiny na magnetickych ¢asticich

PFi in vitro aplikacich, se ¢asto proteiny zakotvuji na pevné nosice pro dosazeni
jejich optimalnich vlastnosti. Diky tomu Ize z proteiny manipulovat v magnetickém poli
a nasledné pouzity komplex separovat ve vhodném magnetickém separatoru.

V biotechnologickych procesech nachazi uplatnéni zejména proteasy a lipasy.
Proteasy Stépi peptidovou vazbu v proteinech a byly imobilizovany na mnoho druhd
magnetickych nosi¢l. Na magnetické c¢astice byl imobilizovan napf. chymotrypsin,
ktery se pouziva k vsaddkové hydrolyze kaseinu (Chen et al., 2001). Druhou vyznamnou
skupinu enzymu tvofi lipasy, které produkuji rdzné druhy mikroorganisma. Jejich
imobilizace na magnetickych nosicich byla vyuZita napfiklad k syntéze izoamylacetatu
(imobilizovana lipasa z Rhizomucormiehei) (Krishna et al., 2001), k biosyntéze
ethylbutyratu (imobilizovana lipasa z Candida antarctica) nebo k transesterifikaci
kukufi¢ného oleje a tristearinu (imobilizovand lipasa z Thermomyces lanuginosa)
(Torres et al., 2002).

V analytické praxi naSlo pouziti magnetickych ¢astic s imobilizovanym
trypsinem (Massia et al., 2000). Trypsin Stépi proteiny na peptidy. Toho Ize vyuzit pfi
peptidovém mapovani nezndmého proteinu pomoci MALDI-TOF analyzy. MALDI-TOF
analyza se pouziva v proteomice pfi identifikaci protein. Sekvence celé fady protein(
jsou jiz znamy a jsou uloZeny v rozsahlych proteinovych databazich. Pouhé stanoveni
molekulové hmotnosti nestadi. Proto se vyuziva peptidové mapovani. Vzorek proteinu
je podroben selektivnimu $tépeni trypsinem. PFi praci s volnym trypsinem dochazi k
autolytickému Stépeni. Trypsin §tépi sam sebe a v analyzované smési vzniknou Stépy
trypsinu, které stanoveni ru8i. Pfi imobilizaci trypsinu na nanocastici Ize trypsin
vytahnout z roztoku pomoci magnetu v€as a tim zmens$it moznost vytvoreni téchto
Stépl. Smés proteinovych fragmentd se analyzuje metodou MALDI-TOF. Hmotnosti
peptidu odectené ze spektra se zanesou do tabulky a porovnaji se s databazi proteina
pomoci specialnich programu. Vysledkem je seznam proteinl, jejichz Stépenim

vzniknou peptidy o naméfenych hmotnostech (Havlis, 1999). Po imobilizaci na
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magnetické ¢astice Ize trypsin i jiné proteasy pouzit ve vySSi koncentraci, coz vede ke
zkraceni doby nutné ke Stépeni. Nasledujici magneticka separace umozZriuje
odstranéni imobilizovaného trypsinu ze smési proteinl pfed dalSi analyzou $tépnych
peptidu (Kluchova et al, 2009).

Kromé& enzymu imobilizovanych na magnetickych nosiich je moZné pro
katalytické ucely vyuzit magneticky modifikované buriky (celobunééné katalyzatory).
Buniky Saccharomyces cerevisiae, zabudované do magnetickych alginatovych
mikroCastic, nebo modifikované vodnou magnetickou kapalinou, byly pouZity pfi

rozkladu peroxidu vodiku a konverzi sacharosy na invertni cukr (Safafik et al, 2009).

2.4 .3 .2. Imobilizované sacharidy na magnetickych ¢asticich

Kovalentni imobilizace sacharidl a jejich derivatd na magnetickych ¢asticich
neni zcela bézna. Pfikladem mlze byt 4-aminofenyl-B-Dthioglukopyranosid
imobilizovany na silanizovanych magnetickych &asticich, které byly nasledné pouzity
pro afinitni separaci - galaktosidasy (Dunnill et al, 1974).
nebo magnetické polysacharidové Castice. Tyto Castice je mozné po vhodné aktivaci
pouzit pfi imobilizaci vybranych biologicky aktivnich latek a také jako specifické
adsorbenty pro afinitni chromatografickou separaci riznych latek. Magneticky derivat
chitinu nebo chitosanu byl napfiklad pouZit pfi izolaci lysozymu z vajec¢ného bilku

(Safafik et al, 1993) a také pfi izolaci lektinu z brambor.

2. 4 .3 .3. Imobilizované protilatky na magnetickych ¢asticich

Vyhodou imobilizace protilatek na magnetickych mikro€asticich je moznost
odstranéni komplexu antigen-protilatka po skoncéeni reakce vhodnou magnetickou
separaci. Pro stanoveni biologicky aktivnich latek je mozné pouzit magnetickou
modifikaci standardnich enzymoimunochemickych nebo radioimunochemickych
postupu (Ronning et al.,, 1991). Pfi ELISA metodach jsou specifické protilatky
imobilizovany na povrchu stén zkumavek nebo jamek mikrotitraCnich desticek a
nasledné dochazi k separaci navazaného a volného znaCeného antigenu. U této
techniky byly nalezeny nedostatky, zejména omezena plocha pro imobilizaci protilatek

a pomaly prubéh reakce. Tyto nevyhody je mozné odstranit, pokud je protilatka
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kovalentné navazana na magnetické mikro nebo nanocCastice, které je mozné po
skon&eni reakce spolu s navazanym znacenym antigenem pfichytit ke sténé nebo na
dno zkumavek nebo jamek mikrotitracnich destiCek pomoci magnetu. Po jejich
nasledném promyti je mozné zjistit mnoZstvi znaCeného navazaného antigenu
(Ronning et al., 1991).

Stanoveni nékterych mikroorganismu, zejména patogennich, pfipadné jejich
toxickych metabolickych produktd, patfi mezi zakladni ukoly potravinarské a klinické
mikrobiologie. Pfi pouziti tradiCnich mikrobiologickych kultivanich technik je mozné
ziskat vysledky nejdfive za 3-4 dny. Pro urychleni mikrobiologického rozboru se
pouzivh magneticka separace z analyzovaného materialu (Olsvik et al., 1994).
Magnetické Castice nesou na svém povrchu specifické polyklonalni nebo monoklonalni
protilatky, které specificky interaguji s vybranymi povrchovymi strukturami izolovanych
mikrobnich bunék. Komplex imunomagneticka castice-burika je potom ze systému
snhadno odstranén pomoci magnetického separatoru a takto izolované mikrobni buriky
mohou dale projit standardnimi mikrobiologickymi testy, nebo mohou byt testovany
dal$i metodou, napfiklad ELISA nebo PCR (Mansfield & Forsytie,1995). Jednou
z vyhod imunomagnetickych separaci je moznost zachyceni poskozenych cilovych
bunék, které nejsou detekovatelné pfi klasickych kultivacnich postupech (Hornes et al.,
1991).

Pro stanoveni pesticidd ve vodach a pudnich extraktech je mozné vyuzit jiz
zminénou metodu ELISA, kdy jsou specifické protilatky imobilizovany na
superparamagnetické Castice (Lawruk et al., 1992). Mikrobni bufky, které adsorbuiji
pesticidy nebo chlorované uhlovodiky, je mozné imobilizovat na magneticky nosi¢ a

pouzit je pfi dekontaminaci (MacRae & Evans, 1983).

2. 4 .3 .4. Imobilizované nukleové kyseliny a oligonukleotidy na magnetickych

¢asticich

Velmi Casto se magnetické techniky pouZivaji v molekularni biologii pfi praci
s nukleovymi kyselinami. Nej¢astéjSi aplikaci je selektivni separace eukaryotni m-RNA
pomoci magnetického nosi¢e nesouciho imobilizovany oligodeoxythymidin (komeréné
dostupné magnetické mikrocastice Dynabeads® Oligo(dT)25). Vyuziva se skutecnosti,
Ze vétSina eukaryotni m-RNA obsahuje na 3" konci polyadenylovy fetézec a dochazi
tak k parovani bazi (Jakobsen et al.,, 1990). Izolovand m-RNA se mulze vyuzit

k syntéze c-DNA. Izolace biotinylovanych biologicky aktivnich latek pomoci
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streptavidinu imobilizovaného na magnetické nosiCe je Casto pouZivanou metodou.
Magnetické sorbenty byly pouzity také pro izolaci DNA vazebnych protein(, pfi izolaci

vektorll a pfi mnoha dalSich aplikacich (Huska et al., 2009).

2. 5. Amylasy

Prvnim objevenym enzymem byla diastasa, kterou izoloval Anselme Payene
vroce 1833 (Hill et al., 1970). Pfekvapivé prvnim primyslové vyrabénym enzymem
byla amylasa izolovana z plisni, pouzivana klétbé& onemocnéni traviciho ustroji
(Pandey et al., 2000).

Amylasy (1,4-a-D-glukan-glukanohydrolasa; EC 3.2.1.1.) katalyzuji Stépeni 1,4-
a-D-glykosidické vazby uvnitf polysacharidového fetézce, ktery obsahuje tfi a vice
téchto spojeni. Tyto endoamylasy nesou schopnost obejit vétveni s vazbou 1,6-a.
Hydrolytickym pusobenim a-amylasy na amylosu vznika maltosa s hydroxylovymi
skupinami na C1 uhliku v konfiguraci a. Substrdtem amylas mohou byt i vétvené
polysacharidy glykogen. | zde doch&zi k hydrolyze 1,4- a-D-glykosidickych vazeb,
zatimco vazby 1,6-a jsou zachovany. Vyslednym produktem jsou vétvené a nevétvené
dextriny. (Zajoncova et al., 2006).

Zdrojem amylas mohou byt rostliny, plisné, zivoCichové a mikroorganismy. Jsou
to velice dulezité enzymy pouzivané v biotechnologiich. V dneSni dobé predstavuje
skupina amylas 25 % celkového trhu s enzymy (Rao et al., 1998). Vyznamnym
substratem a-amylasy je Skrob. Ten je hlavni sloZkou lidské potravy a je syntetizovan v
rostlinnych burikach jako nerozpustné granule slozené z amylosy a amylopektinu (Obr.
11 a Obr. 12), které maiji rozdilnou strukturu i vlastnosti (Souza et al., 2010). Amylosa
je tvofena dlouhymi nerozvétvenymi fetézci, slozenymi z glukosovych zbytkd,
spojenych vzajemné 1,4-a glykosidovymi vazbami. Retézec ma strukturu Sroubovice.
Relativni molekulova hmotnost je v rozmezi 150 az 600 kDa (McKee et al. 1996).
Amylopektin obsahuje také D-glukosu vazanou 1,4-a glykosidovou vazbou. Rozdilem
je, ze u amylopektinu pfipada na kazdych 20 az 25 glukosovych jednotek jedno
rozvétveni, kdy se novy fetézec vaze pomoci 1,6-a glykosidové vazby. Pocet
glukosovych jednotek se v molekule amylopektinu liSi a obvykle byva od nékolika tisic

do milionu (Tester at al., 2004).
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Obr. 11. Struktura amylosy. Pfevzato z Souza et al., 2010.

CHOH CHa0H
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Obr. 12. Struktura amylopektinu. Pfevzato z Souza et al., 2010.

Mnoho mikrobialnich amylas je dostupnych komeréné a mohou tak plné
nahradit chemickou hydrolyzu Skrobu v primyslu, pfi které se vyuzivaji dva druhy a-
amylas - zcukrujici a zkapalfujici. Zkapalfujici a-amylasa Stépi fetézce obsahujici vice
jak 15 glukosovych jednotek, zcukrujici a-amylasa hydrolyzuje tetramery glukosy.
Hlavni vyhoda pfi pouziti mikroorganisml produkujicich amylasy je jednoduch&
aplikace a mozZnost ziskat enzymy pozadovanych vlastnosti. (Souza et al., 2010).

Velké vyuZiti maji amylasy zejména v potravinarském, vodarenském,

farmaceutickém a papirenském primyslu.

2. 5. 1. Klasifikace amylas

Amylasy lze rozdélit do dvou kategorii — endoamylasy a exoamylasy.
Endoamylasy nahodné hydrolyzuji a-1,4-glykosidové vazby s rychlou redukci Skrobu a
produkuji rozpustné dextriny a oligosacharidy. Exoamylasy $tépi glykogen na glukosu
(Gupta et al. 2003).

Podle mista plsobeni a vznikajicich produktd délime amylasy na a, B a y-
amylasy. a-Amylasy jsou extracelularni enzymy atakujici a-1,4-glykosidové vazby na
kterémkoliv misté polymeru obsahujicich tfi a vice téchto vazeb (Pandey et al., 2000).
Jde o endoglykosidasu (1,4-a-D-glukan-glukanohydrolasu, EC 3. 2. 1. 1). Produktem
tohoto hydrolytického Stépeni jsou vétvené a nevétvené a-dextriny. Amylopektin a

glykogen jsou Stépeny nahodné na a-1,4-glykosidovych vazbach. Vazby 1,6-a-D
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zUstavaji nedotéeny. Vysledkem Stépeni a-amylas jsou vétvené i nevétvené
oligosacharidy.

Do skupiny a-amylas patfi lidska slinné i pankreaticka amylasa. a-Amylasy se
vyskytuji i u rostlin, hub (Ascomycetes a Basidiomycetes) a bakterii (Bacillus).
Bakteridlni a amylasy jsou evoluéné vzdalené od eukaryotnich, rentgenostrukturni
analyza vSak prokazala, Ze se v3echny tyto amylolytické enzymy skladaji ze t¥i
strukturnich domén A, B a C (Obr.13) (Kuriki et al., 2005). Doménu A tvofi
osmivlaknovy B-barel obsahujici tfi dulezité aminokyseliny Asp176, Glu208 a Asp269
(Cislovani dle B. subtilis), u€astnici se vlastni katalytické reakce. Doména B, vystupujici
z domény A, se sklada prevazné z B- struktur a nékolika malo helixi. Doména C se
sklada z antiparalelnich - vlaken a vytvafi motiv feckého klice. Pfedpoklada se, Ze
doména C hraje urcitou roli ve stabilizaci domény A, avSak pfesna funkce domény C je

prozatim nezndma (Souza et al., 2010).

doména B

doména C )
doména A

Obr. 13. Struktura a-amylasy. Cerné te¢ky oznaduji katalyticka centra (Caz* ionty). Aktivni misto

je zna€eno zelené. Pfevzato z Souza et al., 2010.

B-Amylasy (EC 3. 2. 1. 2.) jsou skupinou amylas syntetizovanych bakteriemi,
plisnémi a rostlinami. B-Amylasy katalyzuji hydrolyzu a-1,4-glykosidové vazby od
neredukujiciho konce polysacharidového fetézce (Pandey et al., 2000). Z amylosy tak
vznika maltosa. - Amylasy patfi mezi exoglykosidasy (1,4-a-D-glukan-maltohydrolasa,
EC 3. 2. 1. 2). Tyto amylasy se nevyskytuji v lidské tkani. ( Sivaramakrishnan et al.,
2006).

y- Amylasa hydrolyzuje samostatné glukosové jednotky z neredukujiciho konce
amylosy nebo amylopektinu (1,4-a-D-glukan-glukohydrolasa, EC 3. 2. 1. 3). Je

termostabilni a Stépi polysacharidy na rozdil od a-amylasy nejen na vazbach 1,4-a-D,
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ale i na vazbach 1,6-a-D. y- Amylasy jsou mnohem ucinnéjSi v kyselém prostredi s

optimalnim pH 3 (Pandey et al., 2000).

2. 5. 2 Organismy produkujici amylasy

Amylasy mohou pochazet z riznych zdroji jako jsou rostliny, ZivoCichové a
mikroorganismy, avSak dominantni postaveni v primyslu maji zejména a-amylasy
ziskané z bakterii a plisni. Nejvice pouzivané plisné jako zdroj a-amylas jsou v
souCasné dobé plisné tfidy Aspergillus a Penicillium, nejvice Penicillium brunneum
(Kathiresan et al., 2006). Trida Aspergillus produkuje vysoce rozmanité extracelularni
enzymy, jejich a-amylasy jsou velice vyznamné a dualezité v pramyslu (Jin et al., 1998).
Amylasa ziskana z A. niger se pouziva v potravinarstvi k vyrobé& sojové omacky,
organickych kyselin (kyselina citronova a kyselina octova) (Kammoun et al., 2008). Z
divodu tolerance A. niger vici kyselému prostfedi (pH < 3) v jehoz dusledku je
zabranéno bakterialni kontaminaci je vyhledavanym zdrojem enzym( (Djekrif-
Dakhmouche et al., 2006).

V primyslovém procesu degradace Skrobu se vyuzZiva termostabilnich
amylolytickych enzymd(. Termostabilita je dulezitou vlastnosti mnoha bakterialnich
enzym, zejména stabilita termofilnich organismu i pfi vysokych teplotach (100-110°C).
PFi degradaci Skrobu za pouziti téchto bakterii vznikd dextrosa, glukosa, maltosa a
maltodextriny (Asgher et al., 2007). Termostabilni a-amylasu produkuji Bacillus subtilis,
Bacillus stearothermophilus, Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, B.
gavealeus, B. mesentericus, B. myocodes a dalSi ( Bessler et al., 2003). Bakterie jako
Chromobacter sp., Halobacillus sp., Haloarcula hispanica, Halomonas meridiana a
Bacillus dipsosauri produkuji a-amylasy jez jsou vyrazné termotolerantni a zUstavaji
stabilni dlouhy Cas i pfi pokojové teploté (Deutch et al., 2002).

U bakterii patficich k rodu Bacillus pseudomonas (aerobni) a Clostridium
(anaerobni), kmen aktinomycet zahrnujici Streptomyces sp. a Rhizopus sp. patfici k
plisnim byla zjisténa produkce B-amylas ( Fogarty et al., 1990). Plisné i bakterie jsou
Siroce vyuzivany pro produkci a -amylas, ale vzhledem k vyhodam, které poskytuji,
jsou preferovany bakterialni amylasy. Zejména izolace termostabilnich amylas je
méné narocna u bakterii (Regulapati et al., 2007).

V tézkém pramyslu jsou vyuzivany a-amylasy produkované nékterymi
mikroorganismy udrzujici optimalni aktivitu pfi vysoké salinité, kdy jsou jiné enzymy
inhibovany vysokou koncentraci soli (Gomes et al., 2003). Pfehled vlastnosti

vybranych bakterialnich a-amylas a a-amylas produkovanych plisnémi shrnuje tabulka
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¢. 5. a 6. Z tabulek je zfejmé, Ze bakterialni amylasy preferuji pH spiSe neutralni,

kdezto plisfiové zase mirné kyselé.

Tab. 5. Vlastnosti bakterialnich a-amylas.

Bakterie (zdroj a-amylasy) Optimalni pH  Optimalni Reference

teplota
Bacillus amyloliquefaciens 7.0 33°C Tanyildizi et al., 2005
Chromohalobacter sp. 7.0-9.0 65 °C Prakash et al., 2009
Haobacillus sp. 7.5-8.5 50°C Amoozegar et al., 2003
Bacillus subtilis 6.5 135°C Consula et al., 2004
Halomonas meridiana 7.0 37°C Coronado et al., 2000
Bacillus dipsosauri 6.1 60°C Deutch et al., 2002

Tab. 6. Vlastnosti a-amylas produkovanych plisnémi

Houby (zdroj a-amylasy) Optimalni pH  Optimalni Reference

teplota
Aspergillus niger 55 70 °C Uguru et al., 2007
Aspergillus oryzae 5.0-9.0 25-35°C Jin et al., 1998
Aspergillus kaawachii 3.0 30°C Kajiwara et al., 1997
Cryptococcus flavus 5.5 50 °C Wanderley et al., 2004
Penicillium fellutanum 6.5 30°C Kathiresan et al., 2006
Saccharomyces kluyveri 5.0 30°C Moller et al., 2004

2. 5. 3. Charakteristika a-amylas

Rozmanitost aplikaci a-amylas vytvafi potfebu hledat nové amylasy
s vlastnostmi, diky kterym by byly amylasy stabilnéjsi. Mezi tyto vlastnosti, dulezité pro
aplikaci a-amylas zejména v prumyslu, patfi termostabilita, Siroky profil pH, pfitomnost
kovovych iontd a vliv substratu.

Jednim z hlavnich faktor( ovliviujici aktivitu a-amylasy je teplota. Je Zadouci
aby amylasa byla aktivni i pfi vysokych teplotach (100-110°C). Pfi téchto teplotach

vykazuji enzymy vySSi aktivitu, reakce probihaji rychleji a jejich pouziti je tak
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ekonomictéjSi. To vede k nepfetrzitému hledani termofilnich a termostabilnich a-
amylas (Burhan et al., 2003). a-Amylasy obsahuiji jeden nebo dva Ca®" ionty pfitomné
blizko aktivniho centra vytvofeného doménami A a B. Tyto vapenaté ionty jsou
nezbytné pro vazbu substratl a naslednou stabilitu enzymu. Vazba Ca®* iontu podava
informaci o termostabilité. Saboury (Saboury 2002) popsal existenci 17-ti rlznych
sekundéarnich vazebnych mist pro vapnik a-amylasy ziskané z B. amyloliquefaciens,
které jsou zodpovédné za stabilizaci enzymu navzdory teplotni denaturaci. Stabilitu a-
amylasy za vysoké teploty u rodu B. amyloliquefaciens, B. licheniformis a B.
Stearothermophilus popsal Weemaes (Weemaes et al., 2002). Vysledkem bylo
zjisténi, Ze nejstabilngjSim ztéchto tfi zkoumanych enzym( je a-amylasa z B.
licheniformis. R0zné zdroje a-amylasy s vyznamnou termostabilitou jsou uvedeny

v tabulce ¢&. 7.

Tab. 7. a-Amylasy vyznacujici se vysokou termostabilitou.

Organismus produkujici Rozsah Teplotni Reference

a-amylasu teploty (°C) optimum (°C)

Lactobacillus manihotivorans  50-60 55 Aguilar et al., 2000
Bacillus sp. I-3 65-100 70 Goyal et al., 2005
Pyrococcus furiosus 80-100 100 Vieille et al., 2001
Cryptococcus flavus 50-60 50 Wanderley et al., 2004
Aspergillus tamarii 50-60 55 Moreira et al., 2004
Scytalidium thermophilum 55-65 60 Aquino et al., 2003

Pfirozené pH Skrobu se pohybuje obvykle kolem 4,5. Extrémni podminky
vyzaduji pouziti enzym, které jsou rezistentni pfi vysoké teploté i nizkém pH. Kysela
hydrolyza peptidovych vazeb probihd mnohem &astéji pfi nizkém pH od C-konce Asp
zbytkl , obsahujicich vazbu Asp-Pro. Tato skute¢nost zplUsobuje, Ze dusik prolinu je
mnohem zasaditéjSi nez ostatni zbytky a Asp ma vyssi tendenci pro a-B izomeraci pfi
vazbé na N-konec prolinu (Vieille et al., 2001). Hydrolyza peptidovych vazeb se
nevyskytuje na helikélni a beta struktufe (Fontana et al., 1995). Zd4a se, Ze Asp zbytky
nebo Asp-Pro vazby , nachazejici se mimo helikalni a beta strukturu, snadno podléhaji
hydrolyze pfi nizkém pH. Stabilitu enzym( vyrazné zlepSuje pfitomnost latek jako jsou
sorbitol, glycerol nebo trehalosa. Navic jsou enzymy odolné vici kyselé hydrolyze
(Khajeh et al., 2006). pH optimum (kyselé, neutraini nebo bazické prostfedi) a-

amylasy popisuje tabulka €. 8.
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Tab. 8. pH optimum a-amylas organismu produkujicich a-amylasy

Organismus produkujici Rozsah pH pH optimum Reference
a-amylasu

Lactobacillus manihotivorans 4,0-6,0 55 Aguilar et al., 2000
Bacillus sp. I-3 50-55 7,0 Goyal et al., 2005
Aspergillus kawachii IFO 4308 2,0-6,5 50 Sudo et al., 1994
Cryptococcussp. S-2 50-7,0 6,0 lefuji et al., 1996

Mnoho amylas je znamo svou zavislosti na pfFitomnosti kovovych iontd,
jmenovité Ca®*, Mg®*, Mn*, Zn**, Fe** a dalSich (Pandey et al., 2000). PGsobeni
vapenatych iontil na termostabilitu a-amylas bylo jiz zminéno dfive. Ca** také zvysuji
aktivitu a-amylas rodu Bacillus sp. (Burhan et al., 2003). Malhotra et al. popsal
existenci termostabilni a-amylasy z B. thermooleovorans NP54, ktera nevyZaduje
pFitomnost Ca®* iontd pro jeji aktivitu a produkci (Malhotra et al., 2000). Zn** pusobi
rozmanité na rizné amylasy. Inhibuje termostabilni a-amylasy z termofilnich kmenu
Bacillus sp., kdy snizeni aktivity enzymu naznacuje jeho vysokou termostabilitu
(Burhan et al., 2003). Podrobny seznam kovovych iontl ovliviiujicich pozitivné nebo

negativné aktivitu amylasu shrnuje tabulka ¢. 9.

Tab. 9. Shrnuti pusobeni kovovych iontd na aktivitu a-amylas.

Organismus produkujici a-amylasu Kovovy iont Reference Aktivita
Lipomyces starkeyi ca” Kang et al., 2004 +
Vibrio sp. Mg®* Najafi et al., 2005 +
Bacillus sp. I-3 Mn?* Goyal et al., 2005 +
L. manihotivorans LMG 18010 zn* Aguilar et al., 2000 -
Cryptococcus flavus Fe®* Wanderley et al., 2004 +
Bacillus sp. I-3 cu® Goyal et al., 2005 -

Substratova specifita a-amylas byla hodnocena rozpustnosti Skrobu, amylosy,
amylopektinu, glykogenu, maltodextrinu a a- a B-cyklodextrinu. NejlepSim substratem
pro a-amylasu z L. manihotivorans LMG 18010T je amylopektin. Relativni aktivita
zaznamenana za pfFitomnosti amylosy jako substratu je 1,6 krat rychlejSi ( 0 90 %) nez
za pouziti Skrobu (Aguilar et al., 2000). Pfirodni Skroby zahrnujici kukufi¢ny Skrob

(Kunamneni et al., 2005), Skrobovou moucku (Yang et al., 2004), obilny Skrob (Najafi et
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al., 2005) a pSeni¢ny Skrob (lefuji et al., 1996) jsou substraty, které vykazuji zvySeni

relativni aktivity a-amylasy.

2. 5. 4 Latky stimulujici aktivitu a-amylas (inhibitory a aktivatory)

Aktivitu a-amylas ovliviiuje mnoho latek. V pfedchozich kapitolach byl zminén
vliv vapenatych iontl na zvySeni aktivity amylas. Pokud dojde k odstranéni vapenatého
iontu, dochazi ke ztraté aktivity enzymu. Ta vS8ak muze byt Castecné obnovena
nahrazenim vapenatého iontu nékterym z iontd skupiny lantanoidd, napt. Lu®', Pr** a
Sm** (Darnall et al,. 1973). Aktivitu a-amylas Ize zvysit i pfidavkem chloridovych iont,
nejCastgji pak prfidavkem CaCl, (0,1 %) a NaCl (0,1 %) (Francis et al., 2003).

Inhibitory amylas |ze rozdélit na dvé skupiny. Do prvni patfi jednoduché
neproteinové slouceniny. Nejbéznéji pouzivané jsou 2-deoxyglukosa (Struthio
camelus), arabitol (Aspergillus flavus), EDTA (Bacillus sp.), ethylenglykol, glycerol,
sorbitol ( vSe Aspergillus flavus), moc€ovina (Homo sapiens) a dalSi (Zajoncova et al.,
2007) Do druhé skupiny fadime peptidy a proteiny. Proteinové inhibitory syntetizované
rostlinami, napf. pSenici a fazoli, se v posledni dobé dostavaji do popredi zajmu jako
léCebné Skrobové blokatory v lidském téle. Snizuji hladinu krevniho cukru, a proto jsou
vyuzivany pfi |éCbé Diabetes mellitus a obezity. Purifikovany extrakt z rostlin se
dostava do téla spoleéné s potravou, a zabrafiuje tak Stépeni Skrobl a-amylasami
vylu€ovanymi do stfev burikami pankreatu (Boivin et al., 1987). Vyznamnou roli hraji
tyto proteinové inhibitory také pfi ochrané kulturnich plodin pfed ruznymi skudci a
patogeny. Byly nalezeny hlavné v obilovinach jako je pSenice, jeémen, Zito, ale také
lusténinach jako jsou fazole (Melo et al., 1999). Vlivem pusobeni hmyzu a rGznych
patogenl na rostliny dochazi k vaznym Skodam na kulturnich plodinach. Rostliny si
béhem vyvoje vytvorily urCité obranné mechanismy a staly se tak odolné&jSimi vaci
pusobeni téchto Skuadcu. Obrana je zaloZzena na syntéze ur€itych sloucenin
(sekundarnich metabolittl) jako jsou antibiotika, alkaloidy, terpeny a nékteré proteiny
(Franco et al., 2002). Enzymové inhibitory jsou dulezitou zbrani proti travicim
hydroldsam (a-amylasy a proteinasy) hmyzu a dalSich Skuadcu. Nékteré druhy a-
amylasovych a proteinasovych inhibitord pfitomnych v semenech a vegetativnich

organech rostlin reguluji pasobeni fytopatogenniho hmyzu.
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2. 5. 5 Optimalizace podminek produkce a-amylas

Pro pozadavky primyslu je dllezita optimalizace rGznych faktort zajistujicich
nadprodukci enzymu ve velkém mnozstvi (Carlsen et al., 1996). Jsou znamé rGzné
chemické a fyzické faktory majici vliv na produkci a-amylas jako teplota, pH, doba
inkubace, vihkost, kovové ionty, fosfaty a dalSi. Vzajemné plsobeni téchto parametra
vyznamné ovliviiuje produkci mikrobiélnich a-amylas.

Vliv teploty na produkci amylas souvisi s rustem organismu, a proto teplotni
optimum zavisi na tom, zda je kultura mezofilni nebo termofilni. Mnoho plisni
produkujicich a-amylasy patfi mezi mezofilni organismy majici teplotni rozmezi mezi
25-37°C (Ramachandran et al., 2004). Aspergillus ficuum produkuje a-amylasu pfi
30°C (Hayashida et al, 1986). Kvasinky jako Saccharomyces kluyveri a S. cerevisiae
produkuji a-amylasu také pfi 30°C (Moller et al., 2004). Pro termofilni plisfiové kultury
rodu Talaromyces emersonii, Thermomonospora fusca a Thermomyces lanuginosus je
teplotni optimum v rozmezi 50-55°C (Jensen et al., 1992). Bakterialni amylasy jsou
produkovany v Sirokém rozmezi teplot. Bacillus amyloliquefaciens, B. subtilis, B.
licheniformis a B. stearothermophilus patfi mezi nejbéznéji pouzivané z rodu Bacillus
sp. produkujici a-amylasy v teplotnim rozsahu 37-60°C (Mishra et al., 2004). Nékolik
termofilnich druh(, mezi které patfi Thermoccocus profundus a Thermatoga maritima,
jsou znamé produkci amylasy pfi teplotach az 80°C (Vieille et al., 2001). a-Amylasy z
Alteromonas haloplanktis, plvodem z antarktidy, jsou aktivni i pfi nizkych teplotach a
projevuji produkci a-amylas uz pfi 4°C (Feller et al., 1998).

pH je jednim 2z dllezitych faktord pro stanoveni ristu a morfologie
mikroorganismi. Studie ukazuji, ze plisné potfebuji k optimalnimu rdstu nepatrné
kyselé pH, naproti tomu bakterie neutralni. pH ovliviuje syntézu a sekreci a-amylas
stejné jako jejich stabilitu (Fogarty et al., 1983). Plisné rodu Aspergillus sp. jako A.
oryzae, A. ficuum a A. niger vykazuji vyznamnou produkci a-amylas v rozmezi pH 5,0-
6,0 (Carlsen et al.,, 1996). a-Amylasy produkované kvasinkami mezi které patfi
Saccharomyces cerevisiae a S. kluyveri projevuji maximalni produkci enzym( pfi pH=5
(Moller et al., 2004). Bakterialni kultury, pfedevsim pak B. subtilis, B. licheniformis a B.
amiloliquefaciens pozZaduji poc¢ate¢ni pH 7,0 (Taniyldizi et al., 2005). U
hypertermofilnich  bakterii jako Pyrococcus furiosus, Pyrococcus woesei a
Thermococcus profundus je optimalni pH pro produkci amylas rovno 5 (Vieille et al.,
2001). Pro Clostridium thermosulfurogenes patfici mezi termofilni anaerobni bakterie je
pH optimum 7 (Swamy et al., 1996).

PFitomnost kovovych iontl vyznamné ovliviiuje produkci enzymu, jelikoz vétSina

a-amylas jsou metaloenzymy. Ca®* jsou pfitomny v téchto enzymech nej¢astgji a
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pfidavek CaCl, vyrazné zvySuje produkci enzymu (Patel et al.,, 2005). Byly
zaznamenany pozitivni u€inky CaCl, (0,1%) a NaCl (0,1%) na a-amylasu
produkovanou kmenem Amaranthus (Vishwanathan et al., 2001). ZvySenou produkci
a-amylas vykazuje Bacillus sp. I-3 v pfitomnosti LiSO, (20 mM) a MgSO, (1 mM)
(Goyal et al.,, 2005), zatimco FeCl; plsobi na produkci amylasy negativné
(Vishwanathan et al., 2001).

Morfologické vlastnosti substratu, mezi které patfi, zda-li je substrat krystalicky,
amorfni, propustny, jaky ma povrch a velikosti ¢astic Uzce souvisi s aktivitou enzymu.
Mezi témito parametry hraje vyznamnou roli velikost Castic (Pandey, 1991). Mensi
Castice maji vétsi povrch, avSak vnitini pérovitost je nizSi. U vétSich &astic substratu
plati, Ze porovitost je vySSi na Ukor saturace povrchu. Ztohoto divodu je nutné
pracovat s odpovidajicimi velikostmi ¢astic substratu v zavislosti na jeho rastu (Pandey
et al., 1991).

Mezi dulezité parametry dale patfi vihkost. Nizka a vysoké vihkost substratu
pusobi na rast mikroorganisml a ovliviuje produkci enzymud. Vysoka vihkost vede
k redukci poréznosti substratu, zméné v struktuie velikosti ¢astic substratu a redukci
objemu. Studie ukazaly, Ze enzymy vyrazné lépe reaguji s médiem s vySsi vihkosti
(Ramesh et al.,, 1990). Termostabilni B. subtilis pozaduje pro rust a maximalni
produkci a-amylasy vihkost 30 % (Baysal et al. 2003). Vlhkost dilezita k produkci o-
amylas z A. oryzae (pSenice) a Streptomyces rimosus (sladké brambory) se pohybuje
okolo 65 % (Yang et al., 1999).

2. 5. 6 Stabilizace a-amylas

Teplota, pH i chemikalie tak ovliviuji katalytickou aktivitu enzymud. Funk&nost
enzymu je zavisla zejména na jeho operacni stabilité a stabilité pfi skladovani (Fagain,
2003). Ztohoto duvodu, stabilita enzymu a jeho stabilizace mize byt dosazena
pfidavkem stabilizujicich  Cinidel, pomoci chemické modifikace, imobilizace,
proteinového inZenyrstvi a daldich. Mezi zmifiovana stabilizujici &inidla patii Ca®*
pouzivany hlavné pro dosazZeni termostability (Mamo et al., 1999). Bylo doloZeno, Ze
pUsobeni Na®, K*, NH," a hovéziho séra na a-amylasu ma ochranny Gcinek (Janecéek
et al., 1992). Ethylenglykol, propandioly, glycerol, dimethylformamid a dimethylsulfoxid
zvySuji poloCas zivotnosti a-amylasy u B. stearothermophilus dvojnasobné. Tyto
slou€eniny stabilizuji enzym navzdory teplotni denaturaci zplsobenou interakci iontd
(Brumm et al., 1989). Pridavek polyethylenglykold o rizné molekularni hmotnosti

v rozmezi 400-800 Da zvySuje aktivitu a stabilitu a-amylas ziskanych z rGznych druht
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(Yoon et al., 2005). Existuje fada studii porovnavajicich rlizna stabilizacni Cinidla, kde
sorbitol poskytuje nejvySSi ochranu proti teplotni denaturaci zvySovanim Ts, a
zabranuje deaminaci aminokyselinovych zbytk( (Khajeh et al., 2001). Byla studovana
teplotni inaktivace a-amylasy z A. oryzae. Vysledky ukazuji, Ze teplotni stabilita je
udrZovana lépe v systému maltodextrind redukujicich vihkost obsaZzenou ve vodném
prostfedi (Samborska et al., 2005).

2. 5. 7 Purifikace a-amylas

V Fadé procesu je dulezita Cistota koncovych enzym( a proto jsou enzymy
purifikovany. Mnoho enzym je purifikovano za pomoci chromatografickych technik po
pfedchozi izolaci precipitaci a membranové separaci. Potfeba efektivniho zisku
proteinl ve velkém mnozstvi ma za nasledek vyvoj technik poskytujicich rychlost,
efektivnost a ekonomicky postup pouzivajici méné kroku pfi purifikaci (Amritkar et al.,
2004). Purifikaéni techniky pouzivajici jednokrokovou purifikaci a-amylasy popisuje
tabulka €. 10.

Tab. 10. Metody jednokrokové purifikace o-amylas.

Metoda Adsorbent Vynosv %  Reference

Afinitni adsorp&ni chromatografie  k.B-cyklodextrin- 95 Liao et al., 2005
iminodioctova-Cu®*
Vysokorychlostni chromatografie = PEG4000-vodny 73,1 Zhi et al., 2005

dvoufazovy systém

Magneticka afinitni adsorpce magnetické alginatové 88 Safafikové et al.,
mikro&astice 2003
Dalsi afinitni metody nerozpustny kukufiény 78 Najafi et al., 2005

Skrob pfi 4°C
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2. 5. 8 Modifikace a-amylas a cilena mutageneze

JelikoZz a-amylasy pouzivané v pramyslu byvaji vystaveny extrémnim
podminkam jako jsou napf. vysoké nebo nizké hodnoty pH, zvySend teplota a tlak,
oxida¢ni Cinidla a detergenty (Nielsen et al., 2000), jsou pouZzivany metody, které
vedou k jejich stabilizaci. Jedna se zejména o chemickou modifikaci s naslednou
imobilizaci a cilenou mutagenezi.

Jako modifika¢ni cinidla jsou pouzivany slouceniny na béazi sacharidd.
Predpokladem je, Ze cukerné zbytky pfirozené se vyskytujicich glykoproteint maji vliv
na jejich zvySenou stabilitu vici teploté a chemickym denaturacnim €inidlidm (Schmid,
1979). Po vneseni sacharidu do molekuly enzymu dochazi k tvorbé novych inter- a
intramolekularnich  vazeb. Sacharidové Fetizky zvySuji rozpustnost daného
glykoproteinu ve vodé. Modifikace reaktivnich skupin proteinu miZze byt provadéna
redukujicimi  disacharidy (maltosa), nizkomolekularnimi monosacharidy (glukosa,
fruktosa) ale také polysacharidy (Skrob, dextran, celulosa). Prvnim krokem modifikace
a-amylasy B-cyklodextrinem je aktivace cukerné slozky pomoci jodistanu sodného. Ten
slouzi jako oxida¢ni €inidlo. Vznika tak polyaldehyd, ktery je nasledné navazan na N-
koncovou aminoskupinu a €- aminoskupinou lysinu, coZz m& za nésledek vznik
Schiffovy baze.

Cilend mutageneze umoZznuje produkovat proteiny s pozménénou sekvenci
aminokyselin, které mohou vykazovat vysSi stabilitu vici pH (Fang & Ford, 1998) nebo
teploté (Matthews et al., 1987). Chemicka mutageneze pomoci riznych chemickych
¢inidel, mezi které patfi kyselina dusita nebo ethylmethyl sulfonat (EMS), je vyuzivana
zejména u bakterii (Bin et al., 1999). Mutagenese indukovana chemikaliemi jako N-
methyl-N"-nitro-N-nitrosoguanidin (NTG) nebo UV radiace zpUsobuje nadprodukci
fetézcl, v pfipadé syntézy a-amylasy €asto zdvojnasobeni, dokonce i ztrojnasobeni

fetézce (Pandey et al., 2000).

2. 6 Metody stanoveni aktivity a-amylas

Aktivita a-amylas je monitorovana stovkami metod popsanych v literature.
Pozadavky na stanoveni aktivity amylasy jsou kladeny zejména v oblasti klinické
biochemie, kde zménéna aktivita enzymu diagnostikuje zavazné onemocnéni. Podle
zplsobu detekce stanoveni aktivity amylasy jsou metody déleny na amyloklastické,

sacharogenni, chromogenni a metody vyuzivajici biosenzory (Zajoncova et al., 2006).
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2. 6. 1 Metody amyloklastické

Moznosti dosazeni vysokého stupné pfesnosti a spravnosti jsou amyloklastické
metody pred sacharogennimi upfednostiiovany. Metody amyloklastické méfi zmény
koncentrace substratu v reakéni smési. Substratem je ve vétSiné pfipadu Skrob, ale
pouziva se také amylopektin a amylosa. Reakci vznikd modry komplex s jodem, na
jehoz zakladé se metody nazyvaji také metody jodometrické. Barevny produkt reakce
je pak méfen pfi 620 nm (Pimstone, 1964).

Zmeény koncentrace substratu Ize sledovat dale metodami turbidimetrickymi,
které méfi sniZzeni zafiveho toku svételného paprsku, k némuz dochézi rozptylem
svétla na &asticich rozptylenych v kapaliné. K méfeni jsou pouzivany fotometry nebo
spektrofotometry. PFi stanoveni aktivity amylasy se pouziva jako substrat amylopektin,
ktery je nerozpustny. Sleduje se rychlost snizeni turbidity pfi 540 nm (Malkus et al.,
1977).

Hydrolyza Skrobu katalyzovana a-amylasou a glukoamylasou muze byt
monitorovana pred a po jejim pribéhu metodou infracervené spektroskopie, kdy
muzeme stanovit aktivitu obou zu&astnénych enzymu, pficemz je tato hydrolyza
monitorovana ve stfedni oblasti infraerveného spektra pomoci Fourierovych

transformaci spektroskopické detekce (Schindler et al., 1998).

2. 6. 2 Metody sacharogenni

Metody sacharogenni stanovuji mnoZstvi vznikajicich redukujicich sacharidu,
nejcastéji maltosy nebo glukosy, popfipadné dextrint vzniklych enzymovym Stépenim.
Nevyhodou je interference endogenni glukosy, ktera se muze vyskytovat v biologickych
vzorcich. Byla proto navrzena metoda, kde se glukosa v roztoku po enzymové reakci
a-amylasy rozklada za pfitomnosti dvou enzymlO - glukosaoxidasy a katalasy.
Glukosaoxidasa pfeméni glukosu na kyselinu glukonovou a peroxid vodiku. Ten je ze
smési odstranén katalasou. Vzniklda smés se poté dialyzuje a maltosa (redukujici
oligosacharid) reaguje s roztokem méd-neocuproin pfi 95 °C po dobu 3 minut. Vznika
tak barevny komplex jehoz absorbance je méfena pfi 450 nm (Nashidate et al., 1981).

Sacharogenni metody vyuzivaji pro stanoveni redukujiciho cukru maltosy
spektrofotometrickou metodu, ktera je zaloZzena na reakci s 3,5-dinitrosalicylovou
kyselinou. Vysledkem je cihlové zbarveny komplex, jehoZz absorp&ni maximum je pfi
540 nm (van Staden et al., 2000).
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2. 6. 3 Metody chromogenni

Chromogenni metody jsou zaloZzeny na tvorb& barevného produktu, ktery
vznikne po hydrolyze polysacharidového substratu oznaeného chromogenem.
VyuzZivaji se syntetické substraty odvozené od maltosy znacené 4-nitrofenolem, ktery
je navdzdn na konec nedefinovaného oligosacharidu jako je maltotreaosa,
maltopentaosa, maltohexaosa nebo maltoheptaosa. Velkou nevyhodou téchto umélych
substratu je avSak jejich pomérné vysoka cena, i pfes jednoduchost, pfesnost a
spolehlivost. Hydrolytickym puasobenim a-amylasy na chromogenni substrat 4,6-
ethyliden-p-nitrofenyl-D-maltoheptaosid (EPS) vznikaji niZzSi oligosacharidy s
navadzanym 4-nitrofenolem. Po pfidani a-glukosidasy do smési dochazi k naslednému
Stépeni na volné oligosacharidy, 4-nitrofenol a glukosu (Obr. 14). Volny
4-nitrofenol absorbuje pfi 405 nm ( Rauscher et al., 1985).

Chromofor mlze byt uvolfiovan pfimo a-amylasou, kdy neni zapotfebi zadnych
pomocnych enzymd. Stépenim 2-chloro-p-nitrofenyl-maltotriosidu vznika 2-chloro-
pnitrofenyl a-D-maltosid, maltotriosa, glukosa a volny 2-chloro-p-nitrofenol (Obr. 15),

jehoz absorbance se méfi pfi 405 nm (Dupuy et al., 1987).

5 etyliden-G;PNP + 5 H,0 _*™#%3 2 etyliden-Gs + 2 G,PNP + 2 etyliden-G, + 2
G3PNP + etyliden-G; + G,PNP

2 G,PNP + 2 G;PNP+ G,PNP + 14 H,0 %9ukozdasa 5 pNp + 14 G

Obr. 14.: Schéma hydrolytického §tépeni EPS ( PNP = p-nitrofenol, G = glukosa).

5 CNP-G; m 3 CNP + 2 CNP-G; + 3 maltotriosa + 2 glukosa

Obr. 15.: Schéma §tépeni 2-chloro-p-nitrofenyl-maltotriosidu (CNP-G2 je 2-chloro-p-nitrofenyl-

maltotriosid).
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2. 6. 4 Metody vyuZzivajici biosenzory

Princip metody vychazi z metod sacharogennich vyuzivajicich pfi katalyze a-
amylasy vznik sacharidd. Stanovuje se mnoZstvi maltosy, kterd je kone&nym
produktem hydrolyzy Skrobl (Zajoncova et al., 2007).

Ke stanoveni aktivity a-amylasy se vyuZivd kyslikova elektroda pokryta
enzymovou membranou s a-glukosidasou, na které dochazi k $tépeni maltosy na dvé
molekuly glukosy. Spotfeba kysliku je pak pfimo umérna aktivité a-amylasy . V
nedavné dobé byl konstruovan prutokovy biosenzor pro stanoveni aktivity slinné
amylasy, ktery obsahoval pfedkolonu, ve které byla imobilizovdna a-glukosidasa
Stépici vznikajici maltosu na dvé molekuly glukosy, jejiz koncentrace byla poté
stanovena na peroxidoveé elektrodé s glukosaoxidasou (Yamaguchi et al., 2003).

Pro zjiStovani vlivu barevnych inhibitord jako jsou benzo(c)fenantridinové
alkaloidy sanguinarin a chelerythrin byl konstruovan biosenzor, jehoZz soucasti nebyla
predkolona . St&peni $krobu a-amylasou probihalo konstantni dobu, poté byla aktivita
vzniklé maltosy stanovena pomoci peroxidové elektrody, prekryté enzymovou
membranou s a-glukosidasou, mutarotasou a glukosaoxidasou. Vliv Skrobového
substratu na stanoveni byl eliminovan pozitim tohoto substratu jako nosného roztoku

(Zajoncova et al., 2007).

2. 7. Imobilizace a-amylas na pevné nosice

Katalyticka aktivita enzymU Uzce souvisi s jejich tercialni strukturou a
prostorovym usporadanim. Kazda stala nebo doCasna zména jejich pfirozeného
usporadani, zpusobena fyzikalnimi nebo chemickymi Cinidly, ovliviiuje jejich
katalytickou funkci. Imobilizace enzymu je jednou z metod pro ochranu a stabilizaci
enzymuU umoZzAujici jejich opakované pouziti. Stabilizace spociva inaktivaci daného
enzymu a v zamezeni denaturace (Pandey et al., 2000).

a-Amylasy jsou prumyslové vyuzivané enzymy a byly jiz mnohokrat
imobilizovany na nejriznéjSi nosiCe (Tab.11). Imobilizované amylasy lze lehce
odstranit z reakéniho prostfedi a znovu je pouzit, anebo se mohou uplatnit v
kontinualni hydrolyze Skrobovych substratu, kdy jsou vystaveny vysokeé teploté. Je tedy
dllezité, aby a-amylasy byly termostabilni (Bayramoglu et al., 2004).

Z literatury je znama cela fada pfipadu, kdy imobilizované a-amylasy vykazuji

mensi citlivost vici teploté nez volné enzymy (Chang & Juang, 2004) DalSim

-43 -



pozadavkem, ktery je kladen na pramyslové enzymy, je jejich pH stabilita (Bryjak,
2003).

Tab.11.: Pfehled raznych technik pouzivanych k imobilizaci a-amylas.

Zdroj amylasy Nosi¢ Aktivita po  Reference
imobilizaci
(%)
Bacillus sp. kopolymer butylakrylatu a ethylen Bryjak, 2003
glykoldimethakrylatu aktivovany
glutaraldehydem 79,2 %
mikro astice Arica et al., 1995
polyhydroxyethylmethakrylatu
B. subtilis Ca”" - alginatové gelové kapsle 90 % Konsoula et al.,
2006
sodna sul bis(2-ethylhexyl) 60 % El-Batal et al.,
sulfosukcinatu 2005
B. licheniformis kopolymer polyhydroxyethyl 76 % Tanyolag et al.,
metakrylatu a glicidyl metakrylatu 1998
nitrocelulosovd membrana Bayramoglu et al.,
s navazanym barvivem 80 % 2004

Cibacron Blue F3GA

A. oryzae membrana s poly(ethylenglykol Kara et al., 2005
dimethakrylat-n-vinyl imidazol) s 70%

vazanym Ca’*

V.radiata chitosanové mikro astice, 75 % Tripathi et
Amberlit MB 150 al.,2007

G.stearothermophilus  mikro astice Konieczna-
polyvinylaminu a 68 % Molenda
polyvinylformamidu et al., 2009
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2. 8. Prumyslové aplikace a-amylasy

Historie uplatnéni enzymu saha do doby, kdy Dr. Jhokichii Takamine roku 1984
izoloval travici enzym, a-amylasu z A. Oryzae nazyvanou Taka diastasa, ktera byla
byla uréena k |é€bé zaZivacich potiZi spojenych s neschopnosti Stépit Skrob (Bennet,
2001).

Na a-amylasy z mikrobialnich zdroju, predevSim plisni a  bakterii pro
primyslové aplikace jsou kladeny pozadavky nizké ceny a jednoduchého procesu
modifikace a optimalizace (Burhan et al., 2003). Nej¢astéji pouzivané jsou a-amylasy
z mikrobidlnich zdroju diky jejich rozmanitym vlastnostem ve vztahu k teploté, pH a
jinym fyzickym faktorGm , kterych lze vyuzZit v daném pramyslovém zpracovani
(Sogaard et al., 2003).

Vyuziti v prdmyslu pro rGzné aplikace maji zejména a-amylasy izolované
z Bacillus spp.: B. stearothermophillus, B. licheniformis a B. amyloliquefaciens.
Amylasy rodu Bacillus imobilizované na magnetickych ¢asticich jsou velice zajimavé v
biotechnologii diky jejich vyznamné termostabilité s ucinnou expresi enzymu a-amylasy
(Prakash et al., 2009). Glukoamylasy jsou ziskavany pfedevSim z Aspergillus niger a
pfibuznych kmena (Sivaramakrishnan et al., 2006). Dnes tvofi a-amylasy 30 %
celosvétové produkce enzymu (Van der Maarel et al., 2002) s kazdoro¢nim obratem
okolo 11 miliénua dolard (Kilara & Desai, 2009).

a-Amylasy jsou pouzivany v fadé pramyslovych odvétvi jako napf. textiinim a
papirenském primyslu, v potravinarstvi, k vyrobé paliv na bazi alkoholu, k hydrolyze
Skrobu ¢&i vyrobé detergentl (Aehle & Misset, 1999).

2. 8. 1. Pfeména Skrobu

Zpracovani Skrobu je nejvice rozSifenou aplikaci a-amylas. Je zaloZzeno na
hydrolyze Skrobu, pfi které je Skrob pfeménén na glukosu (Reddy et al., 2003).
Enzymova pfeména Skrobu zahrnuje rosolovaténi vyzadujici rozpusténi Skrobovych
granuli, ¢imz vznika viskdzni suspenze. DalSim krokem je zkapalnéni zaloZzené na
¢astecné hydrolyze a ztraté viskozity. Poslednim krokem je zcukernaténi, které ma za
nasledek produkci maltosy a glukosy (Gupta et al., 2003). Pfi hydrolyze Skrobu se
pouzivaji jako katalyzatory enzymy. Kyseld hydrolyza ma mnoho limitaci: neni

specificka, ma nedostateCnou kontrolu slozeni cukrli, pozadavky vysoké Cistoty a
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Setrnosti k zivotnimu prostfedi, pficemz aplikaci enzym( pfi kyselé hydrolyze se
vyhneme témto limitacim (Crabb & Shetty, 1999).

Pavodné byla khydrolyze Skrobu pouzivana a-amylasa z Bacillus
amyloliquefaciens, kter4 byla nahrazena a-amylasou z Bacillus stearothermophilus

nebo Bacillus licheniformis (Van der Maarel et al., 2002).

2. 8. 2. Vyroba detergentl

Pro vyrobu Cisticich prostfedkl je potfeba velkého objemu enzymd, proto jsou
nejCastéji pouzivané detergenty obsahujici a-amylasy. Amylasy jsou soucasti az 90 %
kapalnych gisticich prostfedkd (Gupta et al., 2003). Enzymy jsou pouzivany k
odstranéni skvrn a jejich hlavni vyhodou je Setrnost k zZivotnimu prostfedi. Pouzivaji se
zejména v pracich prostfedcich a prostfedcich uréenych do mycek nadobi, které
rozkladaji zbytky Skrobu z potravy jako jsou brambory, omacky, pudink, ¢okolada, tzn.
dextriny a jiné mensi oligosacharidy (Olsen et al.,1998). Pro odstranéni Skrobu
z rznych povrcha je také dalezZita pfitomnost bélicich pfisad.

Amylasy jsou aktivni pfi nizSich teplotach a alkalickém pH. Tyto podminky a
pfi vyrobé detergentu (Kirk et al., 2002). Alkalické a-amylasy pouzivané v detergentech
obsahuji obvykle chelatujici Cinidla s jednoduSe odstranitelnym vapnikem, ktery je
nezbytny pro jejich stabilitu (Nonaka et al., 2003). Jednou z nejbéZnéji vyuzivanych a-
amylas v prumyslové vyrobé Cisticich prostfedkl jsou amylasy ziskané z Bacillus sp.
(Horikoshi, 1996) nebo Aspergillus (Mitidieri et al., 2006).

2. 8. 3. Vyroba paliv na bazi alkoholu

Ethanol je nejbéznéji vyuzivané biopalivo zejména v poslednich desetiletich.
Jeho zajem vzrostl v souvislosti s ekologickymi obavami pusobeni béznych paliv na
zemi a vysoké ceny nafty. Paliva na bazi ethanolu jsou ziskané z obnovitelnych zdroju
jako tfeba zemeédélskych plodin a jejich vedlejSich produktu (Mojsov & Kiro, 2012).

Pro produkci ethanolu je vyuzivan jako substrat Skrob na zakladé jeho nizké
ceny a dostupnosti na celém svété (Chi et al., 2009). Skrob je pfemé&nén ve dvou
enzymovych krocich, jejichz u€elem je ziskani zkvasitelnych cukrd. Pfeména Skrobu na

bioethanol zahrnuje jeho zkapalnéni a zcukernaténi, kde je Skrob pfeménén na cukr za
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pomoci enzym( jako jsou a-amylasy. Nasleduje fermentace, kdy je cukr pfeménén na
ethanol za pfitomnosti ethanol kvasicich mikroorganismi. K tomuto Uc€elu jsou
pouzivany kvasinky rodu Saccharomyces cerevisiae (Chi et al., 2009). Produkce
ethanolu za pomoci kvasinek Saccharomyces cerevisiae hraje vyznamnou roli v

ekonomice Brazilie (de Moraes et al., 1995).

2. 8. 4. Papirensky a textilni pramysl

a-Amylasy jsou v papirenském pramyslu pouzivany ke zméné vlastnosti Skrobu,
ktery je soudasti papiru. Skrob je pfidavan do papiru pfi teplotach 45 - 60 °C. Viskozita
pfirodniho Skrobu je ale pfili§ vysoka a k jeji regulaci jsou pouzivany pravé a-amylasy
(van der Maarel et al., 2002). Papir je tak pokryvan ochranou vrstvou zlepSujici jeho
fyzikalni vlastnosti jako jsou pevnost, tuhost a také gumovatelnost (Gupta et al., 2003).

V textilnim primyslu se vyuziva a-amylas jako SetrnéjSich nahrazek namisto
chemikalii. a-Amylasy Stépi Skrob na dextriny rozpustné ve vodé a mohou byt vymyty ,
a proto jsou k textilim mnohem Setrnéjsi. PFi vyrobé textilii jsou pfirodni vldkna
mechanicky namahéna. Tento jev je neZadouci a k jeho snizeni se vlakna pokryvaji
8krobovou vrstvou, kterd materidl zpevni a zaroven chrani pfed poskozenim.
Skrobovou vrstvu je po dokonéeni tkani nutné odstranit. Pokud by ziistala na tkaniné,
béleni a barveni tkaniny by nebylo mozné. Odstranéni Skrobové vrstvy je provadéno
horkou parou s NaOH, hydroxid vSak muze textilii poSkodit, a proto se upfednostriuje

pouZziti amylas (Tsurikova et al., 2002) .

2.8.5. Potravinarsky primysl

a-Amylasy jsou ve velké mife vyuzivany v potravinarském pramyslu, zejména
pfi peceni, pfi vyrobé kolacu, ovocnych §tav a sirupl a latek zlepSujicich zazivani
(Couto & Sanroméan 2006).

V pekarenstvi jsou a-amylasy pfidavany do tésta k odbourani Skrobu v mouce
na mensi dextriny, které jsou postupné fermentovany kvasinkami. Dochazi tak k
zlepSeni objemu a struktury produktu a zaroven k rychlejSimu kvaseni tésta. Vznikajici
pfidany cukr v tésté zlepsuje jeho chut, kvalitu a barvu kurky produktu. Pfidavek a-
amylas do tésta ma za nasledek také udrzeni Cerstvosti pe€iva (Sahlstrom & Brathen,

1997). V soucasné dobé jsou vyuzivany termostabilni amylasy z rodu Bacillus
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stearothermophilus. V potravinafstvi jsou dale amylasy pouzivany k Cefeni piva a
ovocnych §tav (Mareel et al., 2002).

a-Amylasy jsou dale vyuzivany k pramyslové produkci siruptu z glukosy, kdy
vyroba vychazi z hydrolyzy pSeniéného, bramborového a kukufiéného Skrobu. Skrob
byl plvodné Stépen pusobenim vhodné kyseliny na vodnou suspenzi za zvysSené
teploty. Tato metoda je vSak energeticky naroéna a je spojena se vznikem celé fady
vedlejSich produktl, které musi byt odstranény. Kysela hydrolyza vSak byla postupné
nahrazena metodou enzymovou, kde nevznika velké mnoZzstvi vedlejSich produktl a

muze probihat za mirngjSich podminek (Nielsen & Borchert, 2000).
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

a-amylasa (Aspergillus oryzae)
Bromfenolova modf

Coomassie (Brilliant Blue G250)
dihydrogenfosfore¢nan draselny
glycin

glutaraldehyd 25 %

hovézi sérovy albumin (BSA)
hydrogenuhli¢itan sodny
hydroxid sodny

chitosan

2-chloro-4-nitrofenyl-maltotriosid

fosfore€nan draselny monohydrét

jodistan sodny

kyselina borita

kyselina fenyloctova

kyselina fosfore¢na

kyselina octova

magnetické nanocastice
methanol

Perlosa MT 100 (80 - 100 pum)
Perlosa MT 200 (80 - 100 pum)

Sigma-Aldrich, Némecko
Lachema (Ceska republika)
Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, Némecko
Fluka, Svycarsko

Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich Némecko
Merck, Némecko
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, Némecko
Sigma-Aldrich, Némecko
Sigma-Aldrich, Némecko
Sigma-Aldrich, Némecko
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, Némecko
Lachema, CR

Lachema, CR

RPTCM

Lachema, CR

lontosorb (CR)

lontosorb (CR)
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3.2 Pristroje

analytické vahy

digitalni predvazky
elektromagneticka michacka
minitfepacka

pH metr digitalni

pipety automatické PIPETMAN® NEO
spektrofotometr Biochrom
rotator Multi RS-60
termoblok

termostat

vortex SA8
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Sartorius, Némecko
OHAUS, USA
RCT-Basic IKA, Némecko
TTS 2 IKA, Némecko
WTW, Némecko

Gilson, Francie

Ltd WPA , Velka Britanie
Biosan, LotySsko

Grand Boekel, USA
Grant, Velka Britanie
Stuart Scientific, GB



3. 3 PouZzité metody

3. 3. 1 Obaleni magnetickych nanoc¢astic chitosanem

Magnetické nanocastice byly obaleny chitosanem. Navazka 400 mg
magnetickych nanoc€astic byla prevrstvena 20 ml destilované vody. Po intenzivnim
protfepani byla suspenze sonifikovana po dobu 15 minut. Bylo pfipraveno 20 ml
roztoku 1% chitosanu ve 2% kyseliné octové a roztok byl sonifikovan do Uplného
rozpu$téni chitosanu. Za intenzivni sonifikace byl k suspenzi ¢astic pfikapavan roztok
chitosanu. Poté byla smés v sonifikacni lazni ponechana 30 minut za ob&asného
protfepani ¢astic na dné. Dale byl pfipraven roztok 10% NaHCO; (250 ml). Tento
roztok byl intenzivné michan na magnetické michatce. Smés chitosanu
s magnetickymi nanocasticemi byla postupné velmi pomalu pfikapavana do intenzivné
michaného roztoku (nejlépe pipetou kapku po kapce). Po ukonleni reakce byly
magnetické nanocastice separovany pomoci magnetického pole a 3x promyty

destilovanou vodou.

3. 3. 2 Imobilizace a-amylasy na magnetické mikroCastice

Jodistanova metoda

Na analytickych vahach bylo odvazeno 15 mg magnetickych mikro¢astic
(MT100 nebo MT 200) do ependorfky. Poté byly mikroCastice nékolikrat promyty
destilovanou vodou. Po odstranéni vody bylo k magnetickym mikro¢asticim pfidano
600 pl 0,1 mmol.I* NalO,. Smés byla tfepana na rotatoru v lednici pfi 4°C 24 hodin. Po
této dobé byl nenavazany jodistan odstranén a magnetické mikroCastice byly nékolikrat
promyty 50 mmol.I"* K-Pi pufrem, pH 6. Pufr byl odstranén pomoci automatické pipety a
k &asticim bylo pfidano 200 ul roztoku a-amylasy a 100 pl 50 mmol.I* K-P; pufru, pH 6.
Roztok a-amylasy byl pfipraven rozpusténim 10 mg a-amylasy v 1 ml 50 mmol.I"* K-P,
pufru, pH 6. Tato smés byla tfepana na rotatoru v lednici pfi 4°C 24 hodin. Poté byl
odpipetovan roztok obsahujici nenavazanou a-amylasu a magnetické mikro¢astice byly
nékolikrat promyty 50 mmol.I* K-P; pufrem, pH 6 aZ roztok nevykazoval Zadnou
zbytkovou aktivitu a-amylasy. Nakonec bylo k mikro&asticim pfidano 300 ul 50 mmol.I*
K-Pi pufru, pH 6.
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3. 3. 3. Imobilizace a-amylasy na magnetické nanocCastice

Glutaraldehydova metoda

15 mg magnetickych nanocastic obalenych chitosanem bylo 3x promyto v pufru
(50 mmol.I" K-P; pufru, pH 6), poté bylo napipetovano 50 pl 5% glutaraldehydu a
¢astice byly aktivovany 3 hodiny za sou¢asného michani pfi laboratorni teploté. Po
aktivaci byly magnetické nanoCéastice separovany, nenavazany glutaraldehyd byl
odstran&n a mikrogastice byly 5 x promyty pufrem (50 mmol.I* K-P; pufr, pH 6).
Nasledné bylo pfidano 200 pl a-amylasy z A. oryzae (10 mg.ml™), imobilizace
probihala 8 hodin za laboratorni teploty za michani a 12 hodin pfi teploté 4 °C bez
michani. Poté byla odpipetovdna nenavazana a-amylasa a magnetické nanocastice
byly né&kolikrat promyty 50 mmol.I" K-P; pufrem, pH 6 aZ roztok nevykazoval Zadnou
zbytkovou aktivitu. Nakonec bylo k nanogasticim pfidano 300 pl 50 mmol.I* K-P; pufru,
pH 6.

3. 3. 4. Stanoveni aktivity volné a imobilizované a-amylasy

Aktivita a-amylasy z A. oryzae byla stanovena spektrofotometrickou metodou
s pouzitim umélého substratu CNP-G3 (2-chloro-4-nitrofenyl-maltotriosid) . a-Amylasa
katalyzuje hydrolyzu 2-chloro-4-nitrofenyl-maltotriosidu na CNP (2-chloro-4-nitrofenol, €

= 15490 I/mol . I'"), ktery se vyznaduje Zlutym zabarvenim.

a- amylasa

CNP-G3 ——— CNP + maltotriosa

Aktivita volné a-amylasy byla méfena v kyveté, do které bylo napipetovano 600
ul pufru (50 mmol.I* K-P;, pH 6), 100 pl substratu (25 mmol.I" CNP-G3) a reakce byla
startovana pfidavkem 100 pl roztoku a-amylasy (10 mg . ml™). Bylo zahajeno méfeni
zmény absorbance po dobu 4 €asovych intervald v délce 1 minuty pfi A= 405 nm.
Aktivita byla vypocitana ze vztahu An / At = (AA/ At) * (V / € . 1), kde An / At — aktivita
(kat), AA - zména absorbance, At - Casovy interval (s), V - celkovy objem v kyveté (1), €
- molarni absorbéni koeficient (pro substrat 15 490 l/mol . "), | - délka optické drahy

(cm).
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PFi méreni aktivity imobilizované a-amylasy bylo do kyvety napipetovano 700 pl
pufru (50 mmol.I'* K-P;, pH 6) a 100 pl substratu (25 mmol.I" CNP-G3 v 50 mmol.I™* K-
Pi, pH 6). Reakce byla startovana pfidavkem 15 mg (ve 100 ul K-P;) magnetickych
mikro¢astic (MT 100 nebo MT 200) nebo nanodastic s imobilizovanou a-amylasou.
Castice byly usazeny na dno kyvety a po 60 sekundach byla zméfena zména

absorbance, poté byla smés opét promichana. Byly provedeny tfi méfeni.

3. 3. 5. Stanoveni koncentrace proteini metodou Bradfordové

Zasobni roztok Coomassie Brilliant Blue G 250 byl pfipraven rozpusténim 50
mg Coomassie Brilliant Blue G250 v 25 ml methanolu a 50 ml 85% kyseliny fosforeéné
a byl doplnén do 100 ml deionizovanou vodou. Poté byl roztok Zfiltrovan. Jako
standardy byly pouzity roztoky BSA o koncentracich (2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5; 20;
22,5 a 25 pg .ml). Byly stanoveny proteiny v zasobnim komer&nim roztoku enzymu
(40 x zfedény) a vroztoku enzymu po ukonleni imobilizace na magnetické
mikro¢astice (MT 100, MT 200) a nanocastice (40 x zfedény roztok). Zkumavky byly
promichany na vortexu a inkubovany po dobu 5 minut pro vyvijeni zbarveni a poté byla

proméfena absorbance pfi 595 nm. Blank obsahoval €inidlo a deionizovanou vodu.

3. 3. 6. Stanoveni vazebné kapacity

MnozZstvi navdzané a-amylasy z A. oryzae na magnetické mikro- ¢i nanocastice
bylo vypogitano

pomoci vztahu:
vazebna kapacita =Cp X Vp —Ca X V4 / m,
kde koncentrace proteinl pfed imobilizaci C, a po imobilizaci C, je vyjadfena v
ug. pI™, objem roztoku V, a V, je dan v pl, m, je hmotnost pevného nosiée v mg. Obsah

proteint byl stanoven metodou Bradfordovou. Vazebna kapacita byla vyjadfena v pg

proteinu navazaného na 1 mg magnetickych ¢astic.
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3. 3. 7. Stanoveni zavislosti aktivity volné a imobilizované a-amylasy na pH

v univerzalnim Britton-Robinsonoveé pufru

Vzorky volné a imobilizované a-amylasy na mikro€asticich (MT 100 nebo MT
200) a nanocastice s imobilizovanou amylasou byly inkubovany v Britton-Robinsonové
pufru pfi 11 rdznych hodnotach pH, a to v rozmezi pH 1,98 az 11,12 po dobu 90 minut.
Poté byla méFena aktivita volné a imobilizované a-amylasy v daném pufru (o pH: 1,98;
2,84; 4,22; 4,92; 543; 6,02; 6,99; 7,96; 8,90; 9,93; 11,12). Aktivita volné
a-amylasy byla méfena v kyveté&, do které bylo napipetovano 600 pl pufru (50 mmol.I*
K-P;, pH 6), 100 pl substratu (25 mmol.I'* CNP-G3) a reakce byla startovana pfidavkem
100 pl roztoku a-amylasy (10 mg . ml™). PFi méfeni aktivity u imobilizované a-amylasy
na magnetickych mikro¢asticich (MT 100, MT 200) a nanocasticich byl pouzit stejny
postup, kdy misto 100 pl volného enzymu byly vloZzeny magnetické Castice (15 mg) a
k nim pfipipetovano 100 pl pufru. Bylo zahgjeno méfeni zmény absorbance po dobu 4

¢asovych intervald v délce 1 minuty pfi A= 405 nm.

3. 3. 8. Stanoveni zavislosti aktivity volné a imobilizované a-amylasy na pH

v K-P; pufru

Vzorky volné a imobilizované a-amylasy (MT 100 nebo MT 200) a nanocastice
byly inkubovany v K-P; pufru pfi 7 riznych hodnotach pH, a to v rozmezi pH 5,7 az 8
po dobu 90 minut. Poté byla méfena aktivita volné a imobilizované a-amylasy v daném
pufru (pfi pH: 5,7; 6,0; 6,4; 6,8; 7,2; 7,6; 8,0). Aktivita volné a-amylasy byla méfena v
kyvetg, do které bylo napipetovano 600 pl pufru (50 mmol.I" K-P;, pH 6), 100 pl
substratu (25 mmol.I'" CNP-G3) a reakce byla startovana pridavkem 100 pl roztoku
a-amylasy (10 mg . ml'). PF méfeni aktivity u imobilizované a-amylasy na
magnetickych mikro&asticich (MT 100, MT 200) a nanocasticich byl pouzit stejny
postup, kdy misto 100 pl volného enzymu byly vioZzeny magnetické Castice (15 mg) a
k nim pfipipetovano 100 pl pufru. Bylo zahgjeno méfeni zmény absorbance po dobu 4

¢asovych intervald v délce 1 minuty pfi A= 405 nm.
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3. 3. 9. Stanoveni zavislosti aktivity volné a imobilizované a-amylasy na

teploté inkubace

Vzorky volné a imobilizované a-amylasy na mikro€asticich (MT 100 nebo MT
200) a nanog&asticich v pufru (50 mmol.I'* K-P; pufr, pH 6) byly nejprve inkubovany pfi
riznych teplotach (25, 37, 45, 55, 65, 75, 85 °C) po dobu 30 min. Po ochlazeni v
ledové lazni byla zméfena zbytkova aktivita, ktera byla vztazena k aktivité a- amylasy
pfi 25 °C. Pro stanoveni aktivity bylo pouzito 600 pl pufru (K-P; pufr), 100 pl substratu
(25 mmol.I") a 100 pl roztoku volné a imobilizované a-amylasy (10 mg.ml™) v pufru (50
mmol.I" K-P;, pH 6) inkubované pfi riznych teplotach. Pro srovnani teplotni stability
volné a imobilizované a-amylasy byla uréena hodnota Ts, c0Z je teplota, pfi které si

enzym zachovava polovi¢ni aktivitu oproti nejvyssi stanovené aktivité.

3. 3. 10. Stanoveni operac¢ni stability imobilizované a-amylasy

Magnetické mikro a nanocastice s imobilizovanou a-amylasou byly pfeneseny
do mikrozkumavky, kde k nim bylo napipetovano 600 ul pufru (50 mmol.I*
K-P;, pH 6), ve kterém byly magnetické Castice uskladnény. Aktivita a-amylasy po
prvnim méfeni byla oznaCena jako 100 %. Aktivita a-amylasy imobilizované na
magnetickych mikrocasticich (MT 100, MT 200) a nanocasticich byla méfena v kyvetg,
do které bylo napipetovano 600 pl pufru (50 mmol.I* K-P;, pH 6), 100 pl substratu (25
mmol.I" CNP-G3) a reakce byla startovana pfidavkem 100 pl roztoku obsahujiciho 15
mg magnetickych &astic v pufru (50 mmol.I"* K-P;, pH 6). Bylo zah&jeno méfeni zmény
absorbance po dobu 4 ¢asovych intervall v délce 1 minuty pfi A= 405 nm. Poté byly
gastice 10 x promyty pufrem (50 mmol.I* K-P;, pH 6) a bylo s nimi provedeno stejnym

zpUsobem dal$i méfeni aktivity. Bylo provedeno 10 méfeni.

3. 3. 11. Stanoveni stability volné a imobilizované a-amylasy pfi skladovani

Byla stanovena stabilita pfi skladovani volné a imobilizované a-amylasy na
magnetickych mikro¢asticich (MT 100, MT 200) a nanocasticich. a-Amylasa byla
imobilizovana pomoci jodistanu na magnetickych mikro&asticich (MT 100, MT 200) a
na nanocasticich obalenych chitosanem, aktivovanych glutaraldehydem. Vzorky volné
a imobilizované a-amylasy byly uskladnény v pufru (50 mmol.I* K-P;, pH 6). Byla

zméfena aktivita vzork( volné a imobilizované amylasy na magnetickych mikro a
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nanocasticich a vzorky byly uchovavany pfi 4 °C. Pro stanoveni aktivity bylo pouzito
600 pl pufru (K-Pi pufr), 100 pl substratu (25 mmol.I") a reakce byla startovana 100
roztoku volné a-amylasy (10 mg.ml™*) v pufru (50 mmol.I* K-P;, pH 6). P mé&feni
aktivity u imobilizované a-amylasy na magnetickych mikro¢asticich (MT 100, MT 200) a
nanocasticich byl pouzit stejny postup, kdy misto 100 ul volného enzymu byly vioZzeny
magnetické ¢astice (15 mg) a k nim pfipipetovano 100 pl pufru. Bylo zahajeno méreni
zmeény absorbance po dobu 4 €asovych intervald v délce 1 minuty pfi A= 405 nm.
Aktivita byla méfena prvni den. Po 7, 14 a 21 dnech skladovani pfi 4 °C v lednici byla

zmérfena zbytkova aktivita u volné a imobilizované a-amylasy.

3. 3. 12. Funkcni stabilita a-amylasy

U volné a-amylasy a imobilizované a-amylasy na magnetickych mikroc¢asticich
(MT 100, MT 200) a nanocasticich byla zméfena funkéni stabilita enzymu. Volna
a-amylasa, mikro¢astice a nanocastice s navazanou a-amylasou byly pfeneseny do
zkumavky, poté byla méfena aktivita. Pro stanoveni aktivity bylo pouzito 600 ul pufru
(K-Pi pufr), 100 pl substratu (25 mmol.I") a reakce byla startovana 100 pl roztoku volné
a-amylasy (10 mg.ml™) v pufru (50 mmolI* K-P, pH 6). Pfi méfeni aktivity u
imobilizované a-amylasy na magnetickych mikroCasticich (MT 100, MT 200) a
nanocasticich byl pouZit stejny postup, kdy misto 100 ul volného enzymu byly vioZzeny
magnetické ¢astice (15 mg) a k nim pfipipetovano 100 pl pufru. Bylo zahajeno méreni
zmény absorbance po dobu 4 ¢asovych intervalt v délce 1 minuty pfi A= 405 nm. Po
tfech hodinach skladovani pfi laboratorni teploté (22 °C) byla zméfena aktivita u
dal$iho vzorku imobilizovaného a volného enzymu a timto zpusobem bylo po 48 hodin

provedeno Sest méfeni.

3. 3. 13. Stanoveni Michaelisovy konstanty (Ky,)

Bylo zvoleno 8 rlznych koncentraci umélého substratu CNP-G3
(2-chloro-4- nitrofenyl-maltotriosid) v kyveté (250; 300; 350; 400; 450; 500; 550; 600
umol.I'"). Podle t&chto koncentraci bylo do kyvety pfidavano uréité mnozstvi substratu
(25 mmol.I" CNP-G3). Do kyvety bylo také pfidavano vzdy 100 ul volné nebo
imobilizované a-amylasy (10 mg.ml™) v pufru (50 mmol.I* K-P; , pH = 6) a takové
mnozstvi pufru (50 mmol.I* K-Pi , pH = 6), aby vysledny objem kyvety byl 800 pl. Byla
zméfena zména absorbance vzniklého barevného produktu za 1 minutu. Hodnoty byly

pouZzity k sestrojeni Lineweaver-Burkova grafu zavislost 1/A na 1/c substratu, z jehoz
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rovnice byla vypocitana Michaelisova konstanta. Za stejnych podminek byla stanovena
Michaelisova konstanta i pro imobilizovanou a-amylasu na magnetickych
mikro&asticich (MT 100, MT 200) a nanocasticich, kdy misto 100 ul volného enzymu
byly vioZzeny magnetické €astice (15 mg) a k nim pfipipetovano 100 pl pufru. Bylo
zahajeno méfeni zmény absorbance po dobu 4 ¢asovych intervall v délce 1 minuty pfi

A= 405 nm.
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4. Vysledky

7 vz

4. 1 Imobilizace a-amylasy na magnetické ¢astice

a-Amylasa byla imobilizovana na magnetické mikro¢astice (MT 100 nebo MT
200) jodistanovou metodou. Dale byla a-amylasa imobilizovana na magnetické
nanocastice obalené chitosanem a aktivované glutaraldehydem. Po navazani a-
amylasy byly magnetické mikro¢astice charakterizovany vazebnou kapacitou, teplotni a
pH stabilitou, opera¢ni stabilitou, stabilitou pfi skladovani, SDS-PAGE elektroforézou a

byly stanoveny Michaelisovy konstanty (Kp)

4. 2. Stanoveni vazebné kapacity

Koncentrace proteint byla stanovena metodou Bradfordové. Byla sestrojena
kalibracni pfimka, ktera je znazornéna na Obr. 16. Zrovnice linearni regrese bylo

vypocitano mnozstvi proteint ve vzorku. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 13.

0,5
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0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 1
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y = 0,0171x + 0,0334
R* = 0,9884

koncentrace (pg.ml'l)

Obr. 16.: Kalibra¢ni kfivka metody Bradfordové standardu BSA ( koncentrace 2,5 — 25 ug.ml'l).

- 58 -



Koncentrace proteind pred imobilizaci = 0,792, po imobilizaci nha magnetické
mikro¢astice MT 100 = 0,440; po imobilizaci na magnetické mikro¢astice MT 200 =
0,380 a po imobilizaci na magnetické nanoc€astice = 0,308. Hodnoty jsou uvedeny v
ug. pIt. Objem roztoku pied a po imobilizaci je 800 ul, m, je hmotnost pevného nosice,
v naSem pfipadé je vztazena na 15 mg. Obsah protein byl stanoven metodou
Bradfordovou. Vazebna kapacita byla vyjadfena v pg proteinu navazaného na 1 mg
magnetickych ¢astic. Vazebna kapacita imobilizované a-amylasy je znazornéna v Tab.
¢.12.

Tab. 12. Stanoveni vazebné kapacity pro imobilizovanou a-amylasu.

a-amylasa a-amylasa a-amylasa
na mikrocasticich na mikrocasticich na nanocésticich
MT 100 MT 200 Hg . mg™t
ug . mg™ ug . mg™
vazebnd kapacita
a-amylasy 18,8 22,0 25,8

Bylo zjisténo, Ze vazebna kapacita pro a-amylasu je v pfipadé magnetickych
mikro&astic (MT 100) 18,8 pg.mg™. Vazebna kapacita u magnetickych mikrogastic (MT
200) je 22 pg.mg™, a u nano&astic 25,8 ug.mg™. Z vysledkl lze vygist, Ze vazebna
kapacita je u magnetickych nanocastic o 15 % vySsi oproti magnetickym mikrocasticim

(MT 100) a 0 27 % vys$Si oproti magnetickym mikro¢asticim (MT 200).

4. 3. Stanoveni zavislosti aktivity volné a imobilizované a-amylasy na pH

v univerzalnim Britton-Robins. pufru

Aktivita a-amylasy byla stanovena spektrofotometrickou metodou s pouzitim
umeélého substratu CNP-G3. Byla méfena aktivita volné a-amylasy a a-amylasy
imobilizované na magnetickych mikro&asticich (MT 100 nebo MT 200) a nano¢asticich.

Z naméfenych hodnot vyplyva Ze pH optimum volné i imobilizované a-amylasy
je 6. Imobilizovand amylasa ma dale lepSi stabilitu pfi nizSich i vysSich hodnotach pH.

Z hodnot zobrazenych na obrazku 17, 18 a 19 lze zjistit, Ze v rozmezi pH 1,98 - 4,22
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vykazuje imobilizovana a-amylasa aktivitu vysSi o 21 % (MT 100) , o 35 % (MT 200) a
o0 58 % (nanocastice) oproti volné a-amylase. Pfi pH 4,92; 5,43 a 6,99 je aktivita
imobilizované amylasy na 69 % (MT 100) , na 73 % (MT 200) a na 78 % (nanocastice),
u volné amylasy na 66 %. 100 % aktivitu vykazuje volna i imobilizovana a-amylasa pfi
pH 6. PFfi vy8Sim pH v rozmezi 7,96 - 11,12 je stabilngjSi opét imobilizovana a-
amylasa, ktera v tomto rozmezi pH vykazuje aktivitu vysSi o 10 % (MT 100), o 22 %
(MT 200) a o 37 % (nanocastice).
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Obr. 17.: Graf zavislosti aktivity volné a imobilizované a-amylasy na magnetickych
mikroc¢asticich (MT 100) na pH v Britton-Robins. pufru. Byla pouZita a-amylasa ve volné
formé& a a- amylasa z Aspergillus oryzae imobilizovand na magnetickych mikro¢asticich (MT
100) jodistanovou metodou. MéFeni bylo provadéno v prostfedi Britton-Robinsonovych pufra v

rozsahu pH 1,98 aZ 11,12. Aktivita byla ziskana prdmérem ze tfi méfeni.

-60 -



—e—WwIna
—m— imobilizovana

120
100 -
e\O/
L 80+
=
< 60 1
=
2 40
£ |
1
20 1
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Obr. 18.: Graf zavislosti aktivity volné a imobilizované a-amylasy na magnetickych
mikro¢asticich (MT 200) na pH v Britton-Robins. pufru. Byla pouZita a-amylasa ve volné
formé a a- amylasa z Aspergillus oryzae imobilizovana na magnetickych mikro¢asticich (MT
200) jodistanovou metodou. Méfeni bylo provadéno v prostfedi Britton-Robinsonovych pufri v
rozsahu pH 1,98 aZ 11,12. Aktivita byla ziskana prdmérem ze tfi méfeni.
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Obr. 19.: Graf zavislosti aktivity volné a imobilizované a-amylasy na magnetickych
nanoc¢asticich na pH v Britton-Robins. pufru. Byla pouZita a-amylasa ve volné formé a a-
amylasa z Aspergillus oryzae imobilizovana na magnetickych nanocasticich obalenych
chitosanem, aktivovanych glutaraldehydem. Méfeni bylo provadéno v prostifedi Britton-

Robinsonovych pufrd v rozsahu pH 1,98 az 11,12. Aktivita byla ziskana pramérem ze ft#i
méfeni.
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4. 4. Stanoveni zavislosti aktivity volné a imobilizované a-amylasy na pH

v K-P; pufru

Aktivita a-amylasy byla stanovena spektrofotometrickou metodou s pouzitim
umélého substratu CNP-G3. Byla méfena aktivita volné a-amylasy z A. oryzae a
a-amylasy z A. oryzae imobilizované na magnetické mikro¢astice (MT 100 nebo MT
200) a nanocastice.

Z naméfenych hodnot vyplyva, Ze pH optimum volné i imobilizované a-amylasy
je 6. Imobilizovand amylasa ma dale lepsi stabilitu pfi nizSich i vysSich hodnotach pH.
Z hodnot zobrazenych na obrazku 20, 21 a 22 Ize zjistit, Ze nejvysSi aktivitu vykazuje
volna i imobilizovana a-amylasa pfi pH 6. Dale mizZzeme sledovat, Ze se zvySovanim az
k hodnoté pH 8, se aktivita volné amylasy sniZila o 59 %. U imobilizované a-amylasy
na magnetické mikro€astice doslo ke sniZzeni o0 51% u mikroCastic MT 100 a 0 42 % u
mikro¢astic MT 200. V pfipadé magnetickych nanoCastic se aktivita pfi pfechodu do
alkalické oblasti snizila o 36 %.
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Obr. 20.: Graf zavislosti aktivity volné a imobilizované a-amylasy na magnetickych
mikroc€asticich (MT 100) na pH v K-Pi pufru. Byla pouZita a-amylasa ve volné formé a a-
amylasa z Aspergillus oryzae imobilizovana na magnetickych mikro&asticich (MT 200)
jodistanovou metodou. Mé&Feni bylo provadéno v prostiedi pufru (50 mmol.I* K-P; pufr) v
rozsahu pH 5,7 az 8. Aktivita byla ziskana primeérem ze tfi méreni.
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Obr. 21.: Graf zavislosti aktivity volné a imobilizované a-amylasy na magnetickych
mikroc€asticich (MT 200) na pH v K-Pi pufru. Byla pouZita a-amylasa ve volné formé a a-
amylasa z Aspergillus oryzae imobilizovana na magnetickych mikro¢asticich (MT 200)
jodistanovou metodou. Mé&feni bylo provadéno v prostiedi pufru (50 mmol.I" K-P; pufr) v

rozsahu pH 5,7 az 8. Aktivita byla ziskana primérem ze tfi méfeni.
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Obr. 22.: Graf zavislosti aktivity volné a imobilizované a-amylasy na magnetickych
nanocasticich na pH v K-Pi pufru. Byla pouZita a-amylasa ve volné formé a a- amylasa z
Aspergillus oryzae imobilizovana na magnetickych nanocasticich potazenych chitosanem,
aktivovanych glutaraldehydem. Méfeni bylo provadéno v prostiedi pufru (50 mmol.I* K-P; pufr) v

rozsahu pH 5,7 az 8. Aktivita byla ziskana primeérem ze tfi méreni.
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4. 5. Stanoveni zavislosti aktivity volné a imobilizované a-amylasy na

teploté inkubace

U imobilizované amylasy na mikro€asticich (MT 100 nebo MT 200), na
nanocasticich a volné a-amylasy byla zméfena teplotni stabilita. Z naméfenych hodnot
je patrné, Ze imobilizovany enzym se vyznacuje lepSi teplotni stabilitou nez volna
a-amylasa. Z vysledkd uvedenych na obrazcich 23, 24 a 25 mizeme fFici, Ze optimalni
teplota pro volnou i imobilizovanou a-amylasu je v rozmezi 27-37°C. Pfi vySSich
teplotach byly u imobilizované a-amylasy naméfeny vyssi hodnoty aktivit oproti volné
a-amylase. Zejména pfi teplotach nad 65 °C, kdy je aktivita volné amylasy zna¢né nizsi
oproti amylase imobilizované na mikro¢asticich. Mikro¢astice MT 100 vykazuji oproti
volné amylase pfi teploté 85°C o0 19 % vySSi aktivitu. U a-amylasy imobilizované na
mikroCastice MT 200 je aktivita pfi 85°C dokonce vyssi o 29 %. a-Amylasa
imobilizovand na magnetickych nanocasticich obalenych chitosanem ma pfi 85 °C
aktivitu vysSi o 35 %. Pro srovnani teplotni stability volné a imobilizované a-amylasy
byla ur€ena hodnota Tso, c0Z je teplota, pfi které si enzym zachovava polovic¢ni aktivitu

oproti nejvySSi stanovené aktivité (Tab. 13).

Tab. 13.: Hodnoty Ts, volné a-amylasy a a-amylasy imobilizované na magnetickych
mikroc¢asticich (MT 100, MT 200) a nanocasticich.

volna a-amylasa imobilizovana imobilizovana imobilizovana
a-amylasa na a-amylasa na a-amylasa na
mikro¢ésticich mikro¢asticich nanocasticich
MT 100 MT 100
Tso 60 (°C) 65 (°C) 70 (°C) 73 (°C)

Z vysledkl vyplyva, Ze teplotni stabilita se imobilizaci a-amylasy na magnetické

mikroc¢astice (MT 100, MT 200) a nanocCastice zvysila.
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Obr. 23.: Graf zavislosti aktivity volné a imobilizované a-amylasy na magnetickych
mikroéasticich (MT 100) na teploté inkubace. Byla pouZita a-amylasa ve volné formé a a-
amylasa z Aspergillus oryzae imobilizovana na magnetickych mikro¢asticich (MT 100)
jodistanovou metodou. Méreni bylo provadéno v prostfedi pufru (50 mmol.I" K-P, pufr, pH 6).

Aktivita byla ziskana prGmeérem ze tfi méreni.
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Obr. 24.. Graf zavislosti aktivity volné a imobilizované a-amylasy na magnetickych
mikrocasticich (MT 200) na teploté inkubace. Byla pouZita a-amylasa ve volné formé a a-
amylasa z Aspergillus oryzae imobilizovana na magnetickych mikroc¢asticich (MT 200)
jodistanovou metodou. Méfeni bylo provadéno v prostifedi pufru (50 mmol.I* K-P, pufr, pH 6).

Aktivita byla ziskana priimérem ze tfi méreni.
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Obr. 25.: Graf zavislosti aktivity volné a imobilizované a-amylasy na magnetickych
nanocasticich na teploté inkubace. Byla pouZita a-amylasa ve volné formé a a- amylasa z
Aspergillus oryzae imobilizovana na magnetickych nanocasticich potazenych chitosanem,
aktivovanych glutaraldehydem. Mé&feni bylo provadéno v prostiedi pufru (50 mmol.I"* K-Pi pufr,

pH 6). Aktivita byla ziskana primeérem ze tfi méreni.

4. 6. Stanoveni operaéni stability imobilizované a-amylasy

U imobilizované a-amylasy na magnetickych mikro¢asticich (MT 100 nebo MT
200) a nanocasticich byla zméfena zbytkova aktivita po jednotlivych cyklech podle
vySe uvedeného postupu. Operacni stabilita imobilizované a-amylasy na mikro¢ésticich
(MT 100) je znazornéna na obrazku 26. Po probéhnuti 10 cykld méfeni aktivity
a-amylasy doslo ke sniZeni aktivity enzymu na magnetickych mikro¢asticich o 14 %.
Operacni stabilita imobilizované a-amylasy na mikro¢asticich (MT 200) je znazornéna
na obrazku 27. Z uvedeného grafu je patrné, Ze u enzymu imobilizovaného na
mikro¢asticich (MT 200) se aktivita enzymu po probéhnuti 10 cykld snizila o 11 %. V
pfipadé magnetickych nanoc&astic obalenych chitosanem se aktivita a-amylasy po
probéhnuti 10 cykll snizila pouze o 7 %, coZ je znazornéno na obrazku ¢&. 28. Z
uvedenych grafl je patrné, Ze enzym imobilizovany na mikro¢asticich (MT 100, MT

200) a na magnetickych nanoc&asticich Ize pouzivat opakované.
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Obr. 26. Graf zavislosti operaéni stability imobilizované a-amylasy (MT 100) na podétu
provedenych cykll . Byla pouzita a-amylasa z Aspergillus oryzae imobilizovana jodistanovou
metodou na mikrogasticich. Méfeni bylo provadéno v prostiedi pufru (50 mmol.I"* K-P; pufr, pH

6). S imobilizovanym enzymem bylo provedeno 10 cykld. Aktivita byla ziskdna pramérem ze t¥i
méfeni.
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Obr. 27.: Graf zavislosti operaéni stability imobilizované a-amylasy (MT 200) na poctu
provedenych cyklid. Byla pouzita a-amylasa z Aspergillus oryzae imobilizovana jodistanovou
metodou na mikroc¢asticich. Méfeni bylo provadéno v prostfedi pufru (50 mmol.I" K-P; pufr, pH

6). S imobilizovanym enzymem bylo provedeno 10 cykld. Aktivita byla ziskdna pramérem ze t¥i
méfeni.
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Obr. 28.: Graf zavislosti operacni stability imobilizované a-amylasy na magnetickych
nanoéasticich na poétu provedenych cykli. Byla pouzita a-amylasa z Aspergillus oryzae
imobilizovana na magnetické nanocastice potazené chitosanem, aktivované glutaraldehydem.
Méfeni bylo provadéno v prostiedi pufru (50 mmol.I" K-P; pufr, pH 6). S imobilizovanym

enzymem bylo provedeno 10 cykld. Aktivita byla ziskana priimérem ze tfi méreni.

4. 7. Stanoveni stability volné a imobilizované a-amylasy pfi skladovani

Byla stanovena stabilita pfi skladovani volné a imobilizované a-amylasy na
magnetickych mikro€asticich (MT 100, MT 200) a nano¢asticich.

Z naméfenych vysledkd uvedenych na obrazku 29, 30 a 31 Ize vycist, Ze
a-amylasa imobilizovana na magnetické Castice méa vysSi stabilitu pfi skladovani.
Aktivita volné a-amylasy se sniZuje v rozmezi 3 tydnt (méfeno prvni, sedmy, étrnacty a
jednadvacaty den) v priméru o 10 %. U imobilizované a-amylasy na magnetické
mikro€astice (MT 100) bylo sniZeni aktivity ve stejném ¢asovém rozmezi pouze o 7%,
ke stejnému sniZeni doSlo také v pfipadé magnetickych mikro€astic (MT 200). U

magnetickych nanocastic se aktivita a-amylasy v rozmezi tfi tydnl snizila o 5 %.
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Obr. 29. Graf zavislosti aktivity imobilizované a-amylasy na magnetickych
mikrocasticich (MT 100) na dobé skladovani. Byla pouZita a-amylasa ve volné formé a a-
amylasa z Aspergillus oryzae imobilizovan4d na magnetickych mikro¢asticich (MT 100)
jodistanovou metodou. Méfeni bylo provadéno v prostiedi pufru (50 mmol.I* K-P; pufr, pH 6)

prvni, sedmy, ¢trnacty a jednadvacaty den. Aktivita byla ziskdna pramérem ze tfi méreni.
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Obr. 30.: Graf zavislosti aktivity imobilizované a-amylasy na magnetickych
mikrocasticich (MT 200) na dobé skladovani. Byla pouzita a-amylasa ve volné formé a a-
amylasa z Aspergillus oryzae imobilizovana na magnetickych mikro¢asticich (MT 200)
jodistanovou metodou. Méfeni bylo provadéno v prostfedi pufru (50 mmol.I" K-P; pufr, pH 6)

prvni, sedmy, ¢trnacty a jednadvacaty den. Aktivita byla ziskana primérem ze tfi méfeni.
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Obr. 31.: Graf zavislosti aktivity imobilizované a-amylasy na magnetickych nanocasticich
na dobé skladovani. Byla pouzita a-amylasa ve volné formé a a-amylasa imobilizovana na
magnetické nanocastice potaZzené chitosanem, aktivované glutaraldehydem. Méfeni bylo
provadéno v prostiedi pufru (50 mmol.I" K-P; pufr, pH 6) prvni, sedmy, &trnacty a jednadvacaty

den. Aktivita byla ziskana pramérem ze tfi méfeni.

4. 8. Funkeéni stabilita a-amylasy

U volné a-amylasy a imobilizované a-amylasy na magnetickych mikroc¢asticich
(MT 100, MT 200) a nanocasticich byla zméfena funkéni stabilita enzymu. a-Amylasa
byla skladovana 72 hodin pfi laboratorni teploté a poté byla méfena aktivita.

Z vysledkl vyplyva, Zze méfeni funkeni stability enzymu nemélo na aktivitu volné
a imobilizované a-amylasy zadny vliv. a- Amylasa si po 72 hodindch skladovani
udrzela 100 % své puvodni aktivity. Proto je mozné kratkodobé skladovat amylasu pfi

laboratorni teploté bez vétSiho ovlivnéni jeji aktivity.
4. 9. Stanoveni Michaelisovy konstanty (Kp,)

U volné a imobilizované amylasy z Aspergillus oryzae byla stanovena hodnota
Michaelisovy konstanty K., aby se zjistilo, zda po imobilizaci amylasy na magnetické
mikro¢astice (MT100 nebo MT 200) a nanocCastice dojde zlepSeni afinity amylasy
k umélému substratu. Byla sestrojena zavislost 1/AA 405 proti 1/[S]. Po zvoleniy = 0

bylo z rovnice regrese spocitdno x a ze vztahu x = - 1/ K, spocitdna Michaelisova
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konstanta (Km). Graf zavislosti 1/AA na 1/c a rovnice regrese pro volnou a

imobilizovanou amylasu jsou zobrazeny na Obr. 32, 33 a 34.

Hodnoty Michaelisovy konstanty pro volnou a imobilizovanou a-amylasu jsou

uvedeny v tabulce 14. Afinita enzymu k substratu byla u imobilizované a-amylasy na

magnetické mikro€astice (MT 100) mirné vySSi nez pfi imobilizaci na magnetické

mikro€astice (MT 200). Naopak u imobilizované a-amylasy na magnetické nanocastice

P

byla afinita niZzSi oproti mikro€asticim (MT 100) o 17 % a oproti mikroCasticim (MT 200)

0 9 %. AvSak v porovnani s volnym enzymem se afinita enzymu Kk substratu u

a-amylasy imobilizované na magnetické mikroCastice a nanoc¢astice zvysila.

1/A A

-0,

19 1 y = 2823,3x + 5,713
R? = 0,8868
14 .
3 ¢ volna
9. . = imobilizovana
X
= y = 1500,4x + 4,1409
| R?=0,7795
093/-0,002 -0,001 -1 0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005
-6 J

1/c (1.pmol.I™)

Obr.32.: Stanoveni K, pro umély substrdt CNP-G3 u a-amylasy imobilizované na

magnetickych mikrocasticich (MT 100). Aktivita volné a imobilizované a-amylasy (MT 100) z

Aspergillus oryzae byla méfena pomoci umélého substratu CNP-G3 v pufru (50 mmol.I*, K-P;,

pH = 6) pfi laboratorni teploté. Byla zaznamenana zména absorbance pfi 405 nm za 1 minutu.

Vyhodnoceni podle Lineweaver-Burka. 1/c je prevracena hodnota koncentrace substratu v

reakéni smési. Kone¢né koncentrace substratt byly v rozmezi 250; 300; 350; 400; 450; 500;
Aktivita

550;

600

umol.l'l

byla ziskana prGmérem ze tFi méreni.
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Obr.33.: Stanoveni K, pro umély substrdt CNP-G3 u a-amylasy imobilizované na
magnetickych mikrocasticich (MT 200). Aktivita volné a imobilizované a-amylasy (MT 200) z
Aspergillus oryzae byla méfena pomoci umeélého substratu CNP-G3 v pufru (50 mmol.I*, K-P;,
pH = 6) pfi laboratorni teploté. Byla zaznamenana zména absorbance pfi 405 nm za 1 minutu.
Vyhodnoceni podle Lineweaver-Burka. 1/c je pfevrdcena hodnota koncentrace substratu v
reakéni smési. Kone¢né koncentrace substratt byly v rozmezi 250; 300; 350; 400; 450; 500;

550; 600 pmol.I'". Aktivita byla ziskana primérem ze tii méfent.
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Obr.34.: Stanoveni K, pro umély substrdt CNP-G3 u a-amylasy imobilizované na
magnetickych nanoé€asticich. Aktivita volné a imobilizované a-amylasy na magnetickych
nanocasticich potaZzenych chitosanem, aktivovanych glutaraldehydem z Aspergillus oryzae byla
méfena pomoci umélého substratu CNP-G3 v pufru (50 mmol.I"', K-P;, pH = 6) pii laboratorni
teploté. Byla zaznamenana zmeéna absorbance pfi 405 nm za 1 minutu. Vyhodnoceni podle
Lineweaver-Burka. 1/c je prevrdcena hodnota koncentrace substratu v reakéni smési. Konecné
koncentrace substratt byly v rozmezi 250; 300; 350; 400; 450; 500; 550; 600 pmol.I*. Aktivita

byla ziskana priimérem ze tfi méreni.

Tab. 14. Hodnoty K, pro volnou a imobilizovanou amylasu (MT 100 nebo MT 200) a

nanodcastice.

a-amylasa Km (mmol.I")

volna 0,494 +0,014
imobilizovana na mikro¢astice (MT 100) 0,362 + 0,025
imobilizovana na mikro¢astice (MT 200) 0,396 + 0,035

imobilizovana na nanoc¢astice 0,435 +0,028
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5. Diskuze

V praci bylo provadéno stanoveni aktivity a-amylasy z Aspergillus oryzae
spektrofotometricky za pouziti umélého substratu 1,4-a-D-4-
nitrophenylmaltoheptaosidu, kdy produktem enzymové reakce je 4-nitrophenol, jez mé
absorpéni maximum pfi 405 nm. Stanoveni aktivity a-amylasy pomoci derivata
oligosacharidu je v sou€asnosti nejvice pouzivana metoda. Na jednom konci fetézce je
vazany 4-nitrofenol a neredukujici konec miZze byt volny &i blokovany urcitou skupinou
(4,6-ethyliden, 3-ketobutyliden, silyl, benzyliden), které zabrariuji degradaci substratu.
Jedna se o syntetické substraty odvozené od maltosy - nej¢astéji maltotetraosid,
maltopentaosid, maltohexaosid, maltoheptaosid (Lorentz, 2000). Hydrolytickym
pusobenim a-amylasy na chromogenni substrat, 1,4-a-D-4-nitrophenylmaltoheptaosid
(CNP-G3), vznikaji kratSi sacharidy s vazanym p-nitrofenolem ( Rauscher et al., 1997).
Nevyhodou téchto metod je, Ze syntetické substraty jsou pomérné drahé. V praci byla
a-amylasa imobilizovana na magnetické mikrocastice (MT 100 nebo MT 200)
jodistanovou metodou. Dale byla a-amylasa imobilizovana na magnetické nanocastice
potazené chitosanem aktivované glutaraldehydem. Byla porovnavana imobilizace
amylasy na magnetické mikro¢astice (MT 100 nebo MT 200) a nanocastice pfi stejné
hmotnosti pouzitych &astic a stejné koncentraci zasobniho roztoku enzymu. PFi
srovnani magnetickych mikro¢astic (MT 100 nebo MT 200 -stejna firma) nedoslo mezi
nimi k vyraznému zvySeni €i sniZzeni G€innosti imobilizace, ktera by byla ovlivnéna
odliSnymi vlastnostmi €astic, zejména porositou ¢astic. U magnetickych nanocastic
byla ucinnost imobilizace nepatrné vyS8Si oproti magnetickym mikro€asticim, jelikoz
nanocastice maji oproti mikro€asticim vétsi povrch pro imobilizaci enzymu. a-Amylasa
byla imobilizovana na fadu nosicd. Uginnost imobilizace byla pomé&mné vysoka v
pfipadé imobilizace a-amylasy z Bacillus sp. na magnetické mikroCastice
polyhydroxyethylmethakrylatu (Bryjak et al., 2003). V pfipadé imobilizace a-amylasy
ze stejného kmene na Ca”*-alginatové gelové kapsle se uginnost imobilizace
a-amylasy také zvysila (Konsoula et al., 2006). Nizsi hodnoty byly zaznamenany pfi
imobilizaci a-amylasy z A. oryzae na membranu s poly(ethylenglykoldimethakrylat-n-
vinylimidazolem) s vazanym Ca** (Kara et al., 2005).

Urceni Michaelisovy konstanty bylo vyhodnoceno podle Lineweaver-Burka. Byl
sestrojen graf zavislosti 1/AA na 1/c, jak pro volny, tak i pro imobilizovany enzym.
Hodnota K, se po imobilizaci snizila ttméf o 100 umol, Ize tedy konstatovat, zZe afinita
enzymu k umeélému substratu se v pfipadé imobilizace na magnetické mikro¢astice
(MT 100, MT 200) a nanocastice zvySila. Ve vétSiné pfipadl imobilizace amylasy

(Tumturk et al., 2000, Tripathi et al.,, 2007) vSak doSlo ke zvySeni Michaelisovy
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konstanty po imobilizaci a-amylasy, coz vedlo ke snizeni afinity enzymu k substratu.
Tento fakt mGze byt zpUsoben difuznim omezenim pro substrat, sterickym branénim
nerozpustného nosice ¢&i ztratou enzymové flexibility, jez je dulezita k vazbé substratu
do aktivniho mista. Publikované hodnoty Ky, pro a-amylasu imobilizovanou na rtiznych
nosigich se v rznych &lancich ligi. Byly naméfeny hodnoty K, 0,420 mmol.I"* (Asther
et al., 1999); 0,285 mmol.I"* (Vaseekaran et al., 2010) a 0,600 mmol.I* (Nagwa et al.,
2011). Hodnoty K, 0,362 mmol.I* pro imobilizovanou a-amylasu (MT 100); 0,396
mmol.I" pro imobilizovanou a-amylasu (MT 200) a 0,435 mmol.I"* pro imobilizovanou
a-amylasu na magnetickych nanocasticich tak vyrazné nevybocuji od publikovanych
hodnot jinych imobilizovanych a-amylas, ale v porovnani s volnou amylasou se afinita
zvysuije.

Schopnost enzymu udrZzeni se na nosi¢i a stabilita jsou také soucasti
charakteristiky imobilizovaného enzymu. Pro zjisténi téchto vlastnosti byla méfena
skladovaci stabilita a-amylasy. Volna i imobilizovand a-amylasa z Aspergillus oryzae
byla skladovana po dobu jednadvaceti dni. Po této dobé si volna amylasa zachovala
69 % pavodni aktivity. a-Amylasa imobilizovana na magnetickych mikro¢asticich (MT
100) si zachovala 79 % puvodni aktivity. a-Amylasa imobilizovand na magnetickych
mikro&asticich (MT 200) si zachovala 80 % puvodni aktivity a a-amylasa imobilizovana
na magnetickych nanocasticich si zachovala 85 % puvodni aktivity. PFi imobilizaci napf.
amylasy z Bacillus sp. na akrylové Castice aktivované glutaraldehydem si amylasa na
¢asticich zachovalia 80 % aktivity po 30 dnech (Bryjak et al., 2003). Déale byla amylasa
skladovana 72 hodin pfi laboratorni teploté a poté byla méfena aktivita. Méfeni funkéni
stability enzymu nemélo na aktivitu volné a imobilizované a-amylasy zadny vliv.
a- Amylasa si po 72 hodinach skladovani udrzela 100 % své plGvodni aktivity. Proto je
mozné kratkodobé skladovat amylasu pfi laboratorni teploté bez vétSiho ovlivnéni jeji
aktivity. Funkéni stabilita se vyrazné neméni i v jinych publikovanych zdrojich,
napriklad v pfipadé imobilizace a-amylasy z V. radiata na chitosanové nanocastice
(Tripathi et al., 2007) a u a-amylasy z G.stearothermophilus imobilizované na
mikroCastice PVA (Konieczna-Molenda et al., 2009).

Pro zjisténi, zda dojde ke zlepSeni stability imobilizaci a-amylasy, byla
a-amylasa vystavena riznym hodnotam pH a teploté. Pro stanoveni zavislosti
a-amylasy na rdzném pH prostfedi nedoslo u imobilizované a-amylasy vici volné
formé k posunuti pH optima enzymu, obé formy enzymu si zachovaly pH optimum pfi
hodnoté pH 6. Od tohoto pH aktivita enzymu na obé strany klesa a témér nulové
aktivity dosahne enzym v kyselé oblasti pfi pH nizSim nez 1,98, a v bazické oblasti pfi
pH 11,12. Pfi hodnotach pH v rozmezi 1,98 - 2,84 dochéazelo k denaturaci enzymu a

substrat nebyl dokonale rozpustén. Byla napsana fada c¢lankd, které uvadéji rozdilné
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pH vhodné pro optimalni fungovani a produkci a-amylasy v zavislosti na druhu, ktery
a-amylasu produkuje. Studie odhalily, Ze amylasy z mikroorganism( potfebuji lehce
kyselé pH a amylasy ziskané z bakterii jsou aktivni spiSe v neutralni oblasti pH
(Fogarty 1983). Mikroorganismy rodu Aspergillus jako A. oryzae, A. ficuum, A. oryzae a
A. niger davaly vyznamné vynosy amylasy v rozmezi pH 5-6 (Carlsen et al., 1993).
a-Amylasy produkované kvasinkami jako Saccharomyces cerevisiae a S. kluyveri
vykazovaly maximum enzymové produkce pfi pH 5 (Knox et al., 2004). Bakterialni
kultury jako B. subtilis, B. licheniformis, a B. amyloliquefaciens poZadovaly pocate¢ni
pH 7 (Tanyildizi et al., 2005). Rhodothermus marinus zaznamenal produkci amylasy pfi
pocateénim pH v rozmezi 7,5-8 (Gomes et al., 2003). Termofilni rody Pyrococcus
furiosus, P. woesei a Thermococcus profundus vykazovaly pH optimum pro produkci
enzymu a-amylasy pfi pH=5 (Vieille et al., 2001). Termofilni anaerobni bakterie
Clostridium thermosulfurogenes produkovaly a-amylasy pfi pH = 7 (Swamy et al.,
1996).

Pro stanoveni aktivity a-amylasy v zavislosti na teploté byl enzym inkubovan
tficet minut pfi raznych teplotach. U obou forem a- amylasy (voIné i imobilizované na
magnetickych mikro¢asticich (MT 100, MT 200) a nanocasticich bylo od 27 °C do
37 °C zachovano 100 % aktivity. PFi teplotach nad 37 °C dochazelo k snizeni aktivity
amylasy. U volné a-amylasy pfi teploté nad 67 °C byl enzym zcela denaturovan a
aktivita amylasy byla téméfr nulova. U imobilizované a-amylasy na magnetickych
mikro&asticich (MT 100, MT 200) a nanocasticich byla aktivita v rozmezi teplot 65-85
°C niz8i, av8ak vykazovala stale 28 % aktivity. Vzhledem k teploté tak doslo ke
ZlepSeni zavislosti na teploté a-amylasy imobilizované na magnetickych mikro¢asticich
(MT 100, MT 200) a nanocasticich. Zavislost volné i imobilizované a-amylasy na
teploté se Clanek od ¢lanku liSi. U vétSiny volnych amylas je teplotni optimum v
rozmezi 25-37°C (Pandey et al., 1999), napf.: mikroorganismy rodu Aspergillus ficuum
vykazuji teplotni optimum pfi 30°C (Hayashida et al., 1986). Kvasinky jako
Saccharomyces kluyveria a S. cerevisiae maji teplotni optimum pfi teploté 35°C (Moller
et al., 2004). Bakterialni amylasy vykazuji mnohem SirSim rozmezi teplot. Bacillus
amyloliquefaciens, B. subtilis, B. licheniformis a B. stearothermophilus patfi mezi
nejbéznéji pouzivané Bacillus sp., jejich optimalni teplota je v rozmezi 37-60°C
(Mielenz et al.,, 1983, Mishra et al., 2005 ). Volné termostabilni a-amylasy
Thermococcus profundus a Thermatoga maritima maji teplotni optimum pfi teploté
80 °C (Vieille et al., 2001). Existuje také amylasa aktivni pfi nizkych teplotach, ktera je
ziskavana z antarktické chladnomilné Alteromonas haloplanktis. Teplotni optimum této
bakterie je 4°C (Feller et al., 1998). U imobilizovanych a-amylas zavisi hodnota aktivity

na teploté, na druhu imobilizace, pouzitém nosi¢i a na konkrétnim druhu amylasy. Z
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literatury je znama cela fada prfipadd, kdy imobilizované a-amylasy vykazuji nizsi
sensitivitu vic&i teploté nez-li jejich rozpustné analogy. Amylasy imobilizované pomoci
adsorpce a kovalentni vazby vykazovaly aktivitu pfi teplotach 65°C (Krajewska et al.,
1990).

Vzhledem k tomu, Ze a-amylasa puUsobi jako katalyzator, je mozné ji po
skonceni reakce pouZit znovu. Imobilizace enzymGO na vhodné nosi¢e umoZnila
vicendsobné pouziti enzymu. Nami méfena operacni stabilita byla méfena v deseti
opakovanich. Napfiklad pfi kovalentni imobilizaci amylasy z B. subtilis na Castice
polyhydroxyethylmethakrylatu bylo po 20 cyklech zachovano 90 % aktivity amylasy
(Konsoula et al., 2006) nebo pfi imobilizaci a- amylasy na jemné ¢éstice SiO, adsorpci
bylo po 10 cyklech zachovano 92,3 % puvodni aktivity enzymu (Park et al., 2005).
Méné uspésSny pfipad je napfiklad imobilizace amylasy z B. licheniformis na
mikroCastice  polyhydroxyethylmethakrylatu ~a  kopolymeru  polystyrenu  a
hydroxyethylmethakrylatu kdy se po 15 cyklech snizila aktivita o 76 % (Bayramoglu et
al., 2004). Nejuspésngjsi pfi naSich méfenich byla vzhledem k opera¢ni stabilité
enzymu imobilizace na magnetické nanocastice, kde si pfi zahrnuti chybovych Usecek
imobilizovana a-amylasa zachovala po deseti méfenich 93 % své plvodni aktivity. a-
Amylasa imobilizovana na magnetické mikro¢astice (MT 100) si zachovala po deseti
meéfenich 86 % své plvodni aktivity a a-amylasa imobilizovana na magnetické
mikroCastice (MT 200) si zachovala po deseti méfenich 89 % své plvodni aktivity.
Imobilizovany enzym na magnetickych mikro¢asticich (MT 100, MT 200) a na
magnetickych nanocasticich je mozné pouzit opakované.

V porovnani s volnou amylasou poskytuje imobilizovany enzym urcité vyhody.
Celkové finanéni naklady procesu jsou nizsi, nebot imobilizovany enzym muze byt
pouZit opakované a procesy lze provadét kontinudlné (Liu et al., 2005). Ve vétsiné
pfipadd jsou imobilizaci pfiznivé ovlivnény vlastnosti enzymu jako je termostabilita,

stabilita v SirSim spektru hodnot pH a stabilita pfi skladovani (Hong et al., 2007).
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6. Zaver

Byla vypracovana reSerSe na téma a-amylasa, magnetické mikro¢astice,
magnetické nanoCastice a imobilizace enzymd na magnetické mikroCastice (MT
100 nebo MT 200) a nanocastice.

Na magnetické mikrogastice (MT 100 nebo MT 200) byla imobilizovana
a-amylasa z Aspergillus oryzae jodistanovou metodou. Na magnetické
nanocastice potazené chitosanem a aktivované glutaraldehydem byla

imobilizovana a-amylasa z Aspergillus oryzae.

U imobilizované a-amylasy na magnetické mikro a nanocastice byla stanovena
vazebna kapacita. Z vysledku Ize vycCist, Ze vazebna kapacita je u magnetickych
nanocastic o0 15 % vySsi oproti magnetickym mikro¢asticim (MT 100) a 0 27 %

vySSi oproti magnetickym mikro¢asticim (MT 200).

Byly studovany vlastnosti volné a imobilizované amylasy z Aspergillus oryzae.
Pro volnou i imobilizovanou amylasu bylo stanoveno optimalni pH=6. P¥Fi
hodnotach nizSich nez 3 dochézelo u volné amylasy k vyrazné ztraté aktivity.
Naproti tomu amylasa imobilizovana na magnetickych mikro¢asticich (MT 100 i
MT 200) a nanocasticich vykazovala aktivity i pfi nizSich hodnotach pH. Stejnych

vysledkd jsme dosahli i pfi pH vyS§§im neZ stanovené optimum.

a-Amylasa imobilizovana na magnetickych mikro¢asticich a nanocasticich méla
vysSi teplotni stabilitu. Hodnota Ts, se oproti volné amylase zvySila 0 5 °C (MT
100), o 10 °C (MT 200) a o 13 °C (nanocastice). Z vysledkl vyplyva, ze

ukotvena amylasa je teplotné stabilng;si.

U imobilizované a-amylasy byla testovana operacni stabilita a bylo zjiSténo, ze
a-amylasa imobilizovanad pomoci jodistanové metody na magnetickych
mikroCasticich maze byt pouzita opakované. Po 10-ti nasobném pouziti klesne
jeji aktivita o0 14 % (MT 100) a o 11 % (MT 200). U a-amylasy imobilizované na
magnetickych nanodasticich obalenych chitosanem, aktivovanych
glutaraldehydem se aktivita po 10-ti nasobném pouZiti snizila pouze o 7 % .

a-Amylasa mize byt pouzita opakované.
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U volné a-amylasy a imobilizované a-amylasy na magnetickych mikro€asticich
(MT 100, MT 200) a nanocasticich byla zméfena funk&ni stabilita enzymu.
a- Amylasa si po 72 hodinach skladovani pfi laboratorni teplotéudrzela 100 %
své puvodni aktivity. Z vysledkl je patrné, Ze je mozné kratkodobé skladovat

amylasu pfi laboratorni teploté bez vétSiho ovlivnéni jeji aktivity.

Byly stanoveny hodnoty Michaelisovy konstanty pro volnou a imobilizovanou
amylasu (MT 100, MT 200, nanocastice). Hodnota K, se po imobilizaci snizila
témér o 100 umol, Ize tedy konstatovat, Ze afinita enzymu k umélému substratu
CNP-G3 se v pfipadé imobilizace na magnetické mikro¢astice (MT 100, MT 200)

a nanocastice zvysila.
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8. Seznam pouZzitych zkratek

Asn
Asp
BSA
CBB
CNP-G3
DMF
DNA
EDC
ELISA
G7
Glu

MT 100
MT 200
PEG
PHEMA
PMMA
pNP
PLA

PS
PVA
SEM
TEM

asparagin

aspartét

hovézi sérovy albumin

Coomassie Brilliant Blue
2-chloro-4-nitrofenyl-maltotriosid
dimethylformamid
deoxyribonukleova kyselina
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-karbodiimid
enzyme linked immuno sorbent assay
a-1-D-maltoheptaosid

glutamat

infracervena spektroskopie
katalytick& aktivita

kilodalton

fosfatovy pufr

Michaelisova konstanta

leucin

laserova ionizace a desorpce za Ucasti matrice
molekulova hmotnost

zobrazovani magnetickou resonanci
hmotnostni spektrometrie

perloza s vazanymi mikro¢asticemi
perloza s vazanymi mikroCasticemi
polyethylenglykol

poly-2- hydroxyethylmetakrylat
polymethylmetakrylat

p-nitrofenol

poly-L-mlééna kyselina

Polystyren

polyvinylalkohol

skenovaci elektronova mikroskopie

transmisni elektronova mikroskopie
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