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1 Cile prace
= Vypracovani literarni reSerSe na téma ,Imobilizace lipasy na magnetické

celulosové mikrodéastice”.

= Prfiprava imobilizované lipasy na magnetickych celulosovych
mikro&asticich.

= Charakterizace volné a imobilizované lipasy na magnetickych
celulosovych mikro&asticich.



2 Uvod

Lipasa EC [3.1.1.3] patfi mezi hydrolytické enzymy, které katalyzuji St€peni esterovych
vazeb mastnych kyselin triacylglyceridd za Gc&asti vody za vzniku diacylglyceridd,
monoacylglyceridi az glycerolu a volnych mastnych kyselin. V zavislosti na pfitomnosti
vody v reakéni smési nemusi dochazet k hydrolyze, ale naopak dochazi k syntéze
estert. Lipasy se vyskytuji v mikroorganismech, zivociSich a rostlinach, ale pouze
lipasy mikrobidlniho puvodu jsou komeréné vyznamné. Pro katalytické vlastnosti se
lipasy Fadi mezi velmi vyznamné a vyuzivané enzymy v biotechnologiich. Hlavni
komeréni aplikaci lipas je jejich pouziti v detergentech. Dale nachazeji Siroké uplatnéni

v potravinarském, oleochemickém, papirenském a farmaceutickém pramysiu.

Magnetické celulosové mikroCastice, které jsou pfipraveny z magnetitu (FezOy)
o prumérné velikosti v mikrometrech, se vyznacuji vybornou mechanickou odolnosti,
vysokou chemickou rezistenci a snasSenlivosti s nejrizné&jSimi pufry a rozpoustédly,
tepelnou stabilitou, snadnou separaci vnéjSim magnetickym polem. Tyto mikroCastice
jsou modifikovany biopolymerem (celulosou) z duvodu zabranéni shlukovani ¢astic
a vneseni na povrch mikrocastic funkéni skupiny, které jsou duleZité pro imobilizaci

biomolekul (enzymu).

Po imobilizaci lipasy na magnetické celulosové mikroCastice oproti volné lipase
dochézi k zlepSeni vlastnosti, jako napfiklad k zvySeni tepelné a pH stability, k zvySeni
stability pfi skladovani. Diky imobilizaci se lipasy mohou opakované pouzivat pro
katalytickou reakci, coz hraje velkou roli ve sniZzeni nakladi na potfebné mnozstvi
enzymu pro reakci. Imobilizace také nabizi snadnou separaci enzymu z reakéni smési

pomoci vnéjsiho magnetického pole.



3 Teoreticka cast

3.1 Lipasa

Lipasy jsou hydrolytické enzymy, které katalyzuji hydrolyzu a syntézu vazeb ester(
mastnych kyselin (MK) triacylglyceridd (TAG) nebo jinych monoestertd primarnich
a sekundarnich alkoholl. Lipasy postupné plsobi na esterové vazby za vzniku
diacylglycerolu, monoacylglycerolu az glycerolu a volnych mastnych kyselin. Lipasy
tedy patfi v databazi enzym0 do tfidy triacylglycerolhydrolas [EC 3.1.1.3]. Syntéza
glyceridu byla provedena uz v roce 1964 védeckym tymem Iwai et al. pouzitim lipasy
z plisné Aspergillus niger a déle jejich prace byla roz8ifena o dalsi tfi lipasy
vyprodukované plisnémi, a to Rhizopus delemar, Geotrichum candidum a Penicillium
cyclopium (Tsujisaka et al., 1977).

3.1.1 Vyskytlipas

Lipasy se v Sirokém rozsahu vyskytuji v pfirodé, ale pouze lipasy produkované
mikroorganismy jsou vyznamné pro komercni Uc€ely (Tab. 1). Lipasy mikrobiélniho
pavodu se vyuZzivaji hlavné v primyslu. VSeobecnym problémem je neustale rostouci

cena enzymU na svétovém trhu (Godfrey & West, 1996).

V eukaryotnich organismech se lipasy vyskytuji vrdznych mistech lipidového
metabolismu, ktery zahrnuje traveni, absorpci, opétovnou tvorbu tuku a také se
vyskytuji v lipoproteinovém metabolismu (Balashev et al., 2001).

V rostlinné fiSi se lipasy nachazi zejména v organelach, které zajistuji hospodareni
s energii (Balashev et al., 2001).

Zivogigné lipasy se nachazeji v pankreatu (pankreatické lipasy) a v zaludku (zaludeéni
lipasy) a Ucastni se v lipidovém metabolismu (Balashev et al., 2001).
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Tab. 1 Nékteré bézné dostupné mikrobialni lipasy (upraveno dle Jaeger & Reetz,
1998).

Typ Zdroj Aplikace

houby C. rugosa organicka syntéza
C. antarctica organicka syntéza
T. lanuginosus aditivum detergentd
R. miehei zpracovani potravin

bakterie  Burkholderia cepacia  organicka syntéza
P. alcaligenes aditivum detergentu
P. mendocina aditivum detergentu
Ch. viscosum organicka syntéza

3.1.2 Purifikace lipas

Lipasy jsou produkovany mnohymi mikroorganismy a vyS88imi eukaryoty. Bézné
pouzivané lipasy jsou obvykle mikrobidlniho pdvodu. Tyto mikroorganismy produkuji
Sirokou Skalu typG extracelularnich lipas (Chowdary et al., 2001). Vyprodukované
lipasy musi byt néjakou vhodnou metodou purifikovany tak, aby se ziskal co nejvétsi
homogenni podil (Woodlley & Peterson, 1994).

Aplikace vétSiny komeréné pouzivanych lipas nevyzaduji homogenni produkty, avSak
urcity stupen precisténi umoznuje jejich efektivni a uspé&sné pouZiti. Navic purifikace
enzym(O umoznuje Uspésné urCeni sekvence primarnich aminokyselin, a pak

trojrozmérnou strukturu (Ghosh et al., 1996).

Mezi nejpouzivanégjsi purifikaéni metody se fadi precipitace a chromatografie
(Woodlley & Peterson, 1994).

3.1.2.1 Precipita¢ni metody

Po kultivaci mikroorganismud produkujicich lipasu obvykle nésleduje odstranéni bunék
zmédia bud odstfedénim, nebo filtraci. Vznikly supernatant je zakoncentrovan
ultrafiltraci, srazenim nebo extrakci do organickych rozpoustédel. Ve vétSiné pripadd
se pro purifikaci pouziva srazeni. NejpouzivanéjSim srazedlem je siran amonny (Pabai
et al.,, 1995b). V mensi mife se pouziva také ethanol (Lupescu et al., 2007) nebo
aceton (Riaz et al., 2010). SraZeci metoda se pouziva v prvnich fazich purifikace pro

hrubé precisténi enzymu, pfedevS§im pro zakoncentrovani velkych objemd.
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Po vysrazeni proteinu nasleduje jeho rozpusténi a dialyza za ucelem odstranéni siranu

amonného, a pak nasleduje chromatograficka metoda (Pabai et al., 1995b).

3.1.2.2 Chromatografické metody
Pro ucinnou purifikaci neni dostacujici pouzit pouze jednu chromatografickou metodu,

a proto je nutna jejich kombinace (Saxena et al., 2003).

Nejbéznéji pouzivand chromatograficka metoda je ionexovd chromatografie.
U ionexové chromatografie dochazi k separaci podle naboje. Mezi nej¢astéji pouzivané
ionexy pro purifikaci lipas patfi diethylaminoethyl (DEAE) jako anex a v méné
pfipadech  karboxymethyl (CM) jako katex. Silngj§i iontoméni¢e na
béazi triethylaminoethylovych funk&nich skupin (TEAE) (Veeraragavan et al., 1990)
a Q-Sepharose (Menge et al., 1990) jsou pro purifikaci lipasy stale ¢astéji vyhledavany,
jelikoz maji lepsi prutokové vlastnosti. Lipasa z Pseudomonas spp. ATCC 21808 byla
purifikovana pouzitim Q-Sepharosy a oktyl-Sepharosy s 56% vytézkem (Kordel et al.,
1991).

Druhou nejc¢astéji pouzivanou chromatografickou metodou je gelova filtrace, ktera je
zaloZzena na principu molekulového sita. Mezi nejpouzivanéjSi gely patfi Sephadex.
Pro purifikaci lipasy z Rhizopus oryzae byl pouzit gel Sephadex G-100. Tato purifikace
poskytovala 64% vytézek (Razak et al., 1997).

Dalsi chromatografickou metodou je afinitni chromatografie, ktera je zalozena na
separaci podle interakce mezi proteinem a imobilizovanym ligandem, napf. concavalin
A (Con-A), ktery je kovalentné vazany na Sepharosu. Tento typ chromatografické
metody v kombinaci s ionexovou chromatografii byl pouzit k purifikaci lipasy z Mucor
miehei s 57% vytéZzkem (Huge-Jensen et al., 1987).

Chromatografie, ktera pouziva hydrofobni sorbent s oktylovou nebo fenylovou
skupinou, je zalozena na hydrofobnich interakcich (Farooqui et al., 1994). Lipasa
z Pseudomonas fluorescens byla purifikovana hydrofobni interakéni chromatografii
s pouzitim sorbentu oktyl-Sepharosy CL-4B v kombinaci s ionexovou chromatografii.
Purifikace poskytla 21% vytézek (Sztajer et al., 1992).

Adsorpcni chromatografie se také uplatriuje pfi purifikaci s pouzitim hydroxyapatitu jako
adsorbentu (Taipa et al., 1992). Lipasa z Rhizopus japonicus NR 400 byla purifikovdna
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pomoci adsorpéni chromatografie a gelove filtrace. VytéZek purifikace Cinil 31 %
(Suzuki et al., 1986).

3.1.2.3 Membranové procesy

Obvyklé postupy purifikace jsou ¢asové naro¢né s ¢asto nizkym konecnym vytézkem,
a proto pfichazeji nové technologie purifikace. Mezi né patfi napfiklad membranové
procesy, které zahrnuji ultrafiltraci s pouzitim kapilarnich membran z polyakrylonitrilu
(PAN) nebo polysulfonu (PS) (Sztajer & Bryjak, 1989).

3.1.2.4 Imunoafinitni purifikace

Mezi nové technologie purifikace také patfi imunoafinitni purifikace, ktera je jednou
znejvice selektivnich a zaroven nejdrazSich metod, zejména pfi pouziti
monoklondlnich protilatek (Hill et al., 1989). Pomoci IgG afinitni chromatografie byla
purifikovana lipasa z Escherichia coli (Dandmann et al., 2000).

3.1.3 Struktura lipas

Lipasa obsahuje dvé odlisné domény, a to N-koncovou doménu s a/f hydrolasovou
konformaci (Obr. 1), kde se nachazi aktivni misto enzymu (Frikha et al., 2010)
a C-koncovou doménou s vazanou kolipasou (Van Tilbeurgh et al., 1999).

Nucleophile Acidic residue His

Obr. 1 Kanonicka a/f hydrolasova konformace. Topologicky diagram se
znazornénymi a-helixy (modré valce), B-skladanymi listy (Cervené Sipky) a pozicemi
katalytickych rezidui (Cerné tecky) (Levisson et al., 2009).
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Lipasy jsou serinové hydrolasy, které obsahuji shodné sekvence pentapeptidu
G-X1-S-X2-G (G = glycin, S = serin, X1 = histidin, X2 = glutamova nebo asparagova
kyselina) (Svendsen, 1994) s aktivnim mistem, které obsahuje triadu Ser-His-Asp, kde
serin vystupuje jako aktivni nukleofilni ¢ast (Uppenberg et al., 1994).

Bylo prokazano, Ze aktivni mista lipasy jsou chranéna pfed rozpoustédly mobilnimi
¢astmi neboli ,vicky“. Pomoci téchto ,vi¢ek* dochazi ke zméné konformace a tim je
enzym bud v aktivni, nebo inaktivni formé pro interakci se substratem nebo inhibitorem
(Obr. 2). Vazebné misto pro substrat (inhibitor) se nachazi uvnitf dutiny na povrchu
hlavniho B-skladaného listu. Velikost a geometrie dutiny pro vazbu koresponduje se
substratovou specifitou enzymu (Pleiss et al., 1998).

Obr. 2 3D struktura lipasy z Candida rugosa. (a) inaktivni konformace (b) aktivni
konformace s otevifenym ,vickem* (€ernd) a navazanym inhibitorem v aktivnim misté

enzymu (tmaveé Seda, misto zvyraznéno Sipkou) (Lotti et al., 2007).

Pocatecni studium lipas metodami proteinového inZzenyrstvi je datovdno okolo roku
1980 na lipasu z bakterie Pseudomonas mendocina. Struktura byla sestavena pouze
na zakladé znalosti sekvenci (Gray et al., 1988). Po odprezentovani struktury se zajem
o proteinové inzenyrstvi dramaticky zvysil, jelikoZz znalost trojrozmérné struktury lipas

hraje dllezitou roli pfi sestavovani lipas pro specifické ucely (Svendsen, 1994).

3.1.4 Vlastnosti lipas

3.1.4.1 pH optimum a teplotni stabilita

Obecné plati, Ze bakterialni lipasy maji neutralni (Lee et al., 1999) nebo zasadité pH

optimum (Schmidt-Dannert et al., 1994) s vyjimkou lipasy z bakterie Pseudomonas
-14 -



fluorescens SIK W1, ktera ma optimalni pH v mirné kyselé oblasti (pH = 4,8). Stabilita
bakterialnich lipas se pohybuje v Sirokém rozsahu pH, od 4 do 11 (Kojima et al., 1994).

Teplotni optimum lipas se pohybuje okolo 30-60 °C (Dharmsthiti et al., 1998b),
nicméné existuji i lipasy s teplotnim optimem vyS§im nebo niz§im, nez jak je uvedeno.
Obecné jsou lipasy stabilni pfi vysSich teplotach (Janssen et al., 1994). Pouzitim
stabilizatoru, napf. ethylenglykolu nebo sorbitolu, se muaze docilit zvySeni
termostability, napf. lipasa z rodu Bacillus byla aktivni pfi 70 °C i po 150 minutach
(Nawani & Kaur, 2000). Jsou znamy také vysoce termotolerantni lipasy, napfiklad
lipasa z Bacillus stearothermophilus, ktera je stabilni pfi teploté 100 °C s poloCasem

15-25 minut (Bradoo et al., 1999).

Pfiklady rdznych zdroju lipas a jejich teplotni a pH charakterizace jsou zobrazeny
v Tab. 2.

Tab. 2 Priklady teplotni a pH charakterizace riznych bakterialnich lipas (upraveno
dle Gupta et al., 2004)

Teplotni ,
. pH . pH a teplotni .
Zdroj optimum optimum stabilita Literatura
[*C]
Acinetobacter stabilni v pH 4,0- "
calcoaceticus 7,0 50 8,0 pfi teplotach ;?h?grggg;ltl G
LP009 nizsich nez 45 °C o
Acinetobacter sp. 90 55 ?ekt'l\é?égh wisich (Snellman et al.,
RAG-1 ’ nepz 0 oG y 2002)
Bacillus s . . stabilni za 12 (Nawani & Kaur,
p- hod. pfi 60 °C 2000)
stabilni pfi pH
. i 6,0-12,0 pfi (Bradoo et al.,
Burkholderia sp. 11,0 90-100 teplotach 90-100  2002)
°C i po 12 hod
90% zbytkova
Pseudomonas e pr.l e (Dharmshiti a
p po 5 hod.; :
aeruginosa 8,0 55 50% zbytkova Kuhasuntisuk,
AP aktivita pfi 55 °C | 2°0)
po 2 hod.
stabilni pfi pH
Staphylococcus . i (Van Kampen et
warnetri 2 7.0 ﬁ;)ods’o za 24 al., 2001)

* Blize nespecifikovano.
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3.1.4.2 Stabilita v organickych rozpoustédlech

Lipasy jsou obecné stabilni v organickych rozpoustédlech az na par vyjimek, které
vyvolavaji stimulaci nebo inhibici. Stabilita v organickych rozpoustédlech je velmi
uzite€nd v syntetickych reakcich. Ukazalo se, Ze pfidani acetonu, ethanolu nebo
methanolu do reakéni smési ma stimulujici uc€inky pro lipasu z Bacillus
thermocatenulatus (Schmidt-Dannert et al., 1994) a naopak u lipasy z Pseudomonas
aeruginosa YS-7 ma aceton inhibiéni 0Cinky (Sugihara et al.,, 1991). Lipasa
z Acinetobacter calcoaceticus LP009 byla vysoce nestabilni v riznych organickych
rozpoustédlech (Dharmshiti et al., 1998).

3.1.4.3 Vliv kovovych iontt

Vépenaty kation patii mezi ionty, které stimuluji aktivitu enzymu, jelikoz Ca®* tvoii
vapenaté soli dlouhych MK (Godtfredsen, 1990). Tato stimulace byla prokazéana
napfiklad u lipasy z Acinetobacter sp. RAG-1 (Snellman et al., 2002), lipasy z Bacillus
thermoleovorans ID-1 (Lee et al., 1999), lipasy z Pseudomonas aeruginosa PAO1,
u které se vazebné misto pro Ca®* nachazi pfiblizné 15 A od aktivni nukleofilni &asti

1 Ca** je vazan koordinagné

257

Ser® a na stejné strang, kde je lokalizovan His
k liganddm (dvé karboxylové skupiny Asp®®® a Asp®®, dvé karbonylové skupiny Gin
a Leu®™' a dvé molekuly vody) a zaujima tvar oktaedru (Obr. 3) (Nardini et al., 2000).
Plisobenim Ca® na lipasu z Pseudomonas aeruginosa 10145 nebyla prokazana
stimulace, nybrz inhibice (Finkelstein et al., 1970). Aktivitu lipas Ize inhibovat t&Zkymi
kovy, jako Co?*, Ni?*, Hg* aj. (Patkar & Bjorkling, 1994). Napiiklad aktivita lipasy
z Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111 byla z 60 % inhibovana Fe®**, ale nikoliv
Ca*, Hg*, Zn*, Mn?*, Mg?", Cu®* (Lin et al., 1996).
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Asp 229 Asn 250 Asp 253

Obr. 3 Ca*-vazebné misto lipasy z Pseudomonas aeruginosa PAO1. Katalyticka
triada (Zlutd), aminokyselinové zbytky a molekuly vody koordinuji vapenaty ion (Cernd
koule). Oktaedrickd konformace je zobrazena preruSovanou ¢arou (Nardini et al.,
2000).

3.1.4.4 Substratova specifita
Na zakladé substratové specifity se mikrobialni lipasy déli na tfi z&kladni skupiny:
nespecifické, regiospecifické, specifické (Davranov, 1994).

Dasledkem nahodného plsobeni nespecifické lipasy na molekulu TAG dojde k jeho
Uplnému rozkladu na MK a glycerol. Pfikladem této mikrobialni lipasy je lipasa
z Staphylococcus aureus (Davranov, 1994).

Regiospecifické lipasy hydrolyzuji jen primarni esterové vazby, tj. na atomech uhliku
C1 a C3 glycerolu. Pfikladem bakterii produkujici takové extracelularni regiospecifické
lipasy je rod Bacillus (Sugihara et al., 1991).

Treti skupina zahrnuje lipasy specifické na mastné kyseliny. Lipasy nékterych bakterii
preferuji TAG s dlouhym Fetézcem MK, napf. Pseudomonas alcaligenes 24 (Misset et
al., 1994), jiné zase skratkym nebo se stfedné dlouhym fetézcem MK, napf.
Pseudomonas fluorescens (Sugiura et al., 1991), nebo také existuji bakterie, které
preferuji fetézce s nenasycenymi MK, napf. Staphylococcus aureus 226 (Muraoka et
al., 1982).

Dalsi vlastnosti lipas je jejich enantio-stereoselektivita. Lipasy maji schopnost
selektivné rozliSovat enantiomery v racemické smési. Stereoselektivita lipas se vyuziva

napfiklad pro rozklad riznych racemickych smési organickych kyselin v nemisitelném
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dvoufdzovém systému (Klibanov, 1990). Racemické smési alkohold mohou byt také
rozlozeny na enantiomericky Cisté formy (Arroyo & Sinisterra, 1995).

3.1.4.5 Inhibitory

Studium inhibice lipas bylo zejména prospésné pro farmaceuticky pramysl. Inhibitory
lipas se totiz pouzivaji pro vyrobu medikamentd pro 1éCbu obezity, jelikoz inhibitory
zabranuji Stépeni tukl, které jsou nasledné odstranény z téla pry¢ a také pro IéCbu
koznich problému, napf. akné (Gupta et al., 2004). Lipasa z Propionibacterium acnes
je zodpovédna za tvorbu akné, jelikoz se volné MK tvofi v dasledku plsobeni této
lipasy na triglyceridy vyvolavajici zanéty. Tetracykliny a erythromycin se nejCastégji
pouzivaji k systémové [eéCbé akné v dusledku jejich inhibi¢nich G€inka na aktivitu lipasy
z Propionibacterium acnes (Higaki, 2003).

Nespecifické reverzibilni inhibitory se vyznaluji tim, Ze nepusobi pfimo v aktivnim
misté enzymu. Mezi tyto inhibitory se fadi surfaktanty neboli density (lizumi et al.,
1990), Zlu€ové soli (Wang et al., 1999) a proteiny (Gargouri et al., 1984).

Latky se specifickym inhibi¢nim u€inkem pfimo interaguji s aktivnim mistem enzymu.
Specifické inhibitory se dale déli na reverzibilni a irreverzibilni. Mezi reverzibilni
inhibitory se fadi derivaty kyseliny borité (Lolis & Petsko, 1990), substratova analoga,
napr. triethylglycerol (analog triacylglyceridu). PouZitim triethylglycerolu dochazi
ke kompetitivni inhibici pankreatické lipasy (Lengsfeld & Wolfer 1988). Irreverzibilni
inhibitory reaguji s aminokyselinami v blizkosti aktivniho mista, a tak nevratné inhibuji
katalytickou aktivitu enzymu. VSeobecné serinové inhibitory inhibuji aktivitu lipasy,
jelikoz lipasy patfi do skupiny serinovych hydrolas. Mezi tyto inhibitory patfi napfiklad
fenylmethylsulfonyl fluorid (Dharmsthiti et al., 1998Db).

3.1.5 Reakce katalyzované lipasou
Typickymi reakcemi, které katalyzuje lipasa, jsou hydrolyza, esterifikace
a transesterifikace (Obr. 4) (Levisson et al., 2009).
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a R/\O_R1 + HO —— R/\O_H + HO-R;
o O

b R/H\O—H + HO-R, —— R/H\o—m + H,0
1 1

c & /\O—R1 + HO-R, — A /\O—R2 + HO-R;

Obr. 4 Schematické znazornéni reakci katalyzovanych lipasou. (a) hydrolyza,
(b) esterifikace, (c) transesterifikace (upraveno dle Levisson et al., 2009).

Transesterifikace zahrnuje chemické reakce, kde ester reaguje s alkoholem
(alkoholyzu), karboxylovou kyselinou (acidolyzu) nebo jinym esterem (interesterifikaci)
(Obr. 5) (Balcao et al., 1996).

I | I

d R/\O—R1 +R2/\O—H RZ/\O—R1 ¥ R/\O—H
o) o)

e R/||\O-R1 TR T R/H\O—R2 ¥ e
I | I

f R/\o—R1 +R2/\O—R3 R/\O—R3 * RQ/\O‘R1

Obr. 5 Obecna schémata priklada transesterifikace. (d) acidolyza, (e) alkoholyza,
(f) interesterifikace (upraveno dle Pleva, 2010).
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3.1.6 Metody stanoveni aktivity lipasy

Nékolik metod bylo vyvinuto pro méfeni aktivity lipasy. Reakéni rychlost katalyzy se
muze meéfit bud rychlosti spotfeby substratu, rychlosti tvorby MK nebo rychlosti
vyjasnéni média (Smeltzer et al., 1992).

Mezi tyto metody patfi: screening v pevném médiu, volumetrie, nefelometrie, méreni
vodivosti, kolorimetrické metody, HPLC, plynova chromatografie a dalsi. Obecné se pfi
téchto metodach pouzivaji umélé substraty, pf. p-nitrofenyl estery MK i pfirodni
substraty, prf. olivovy olej (Hasan et al., 2009).

3.1.6.1 Screening v pevném médiu

Lipidicka aktivita mGze byt sledovana pfimo zménou vzhledu substratu (tributyrin,
triolein), ktery byl mechanicky emulgovan v rastovych médiich. Kolem Kkolonii
s lipidickou aktivitou se vytvofi projasnéné zény v médiu (Jaeger et al., 1994).

3.1.6.2 Volumetrie

Reakci katalyzovanou lipasou vznika volna kyselina, ktera se muze detekovat titracné.
TitraCni metoda s pouzitim pH-statu se obvykle pouziva jako referenéni metoda
stanoveni aktivity lipasy (Dellamora-Ortiz et al., 1997). pH-stat za mechanického
michani snima pH roztoku (s pfidanym pfirodnim nebo syntetickym substratem)
a automaticky pridava zasadu (NaOH) pro udrzeni konstantniho pH. Zafizeni slouzi
k sledovani ¢asoveho prabéhu reakce pfi uvolfiovani volnych MK (Ferrato et al., 1997).

3.1.6.3 Nefelometrie

Tyto metody jsou zaloZzené na porovnani intenzity svétla rozptyleného vzorkem za
definovanych podminek s intenzitou svétla rozptyleného standardni referenéni
suspenzi. Cim vy3&i je intenzita rozptyleného svétla, tim je vy$si zakal (O’Dell, 1993).
V podstaté jde o vycCefeni (St€peni substratu) emulse pusobenim lipolytické aktivity.
Tento postup Cifeni vyplyva z poklesu mnozstvi hydrolyzovanych emulgovanych ¢astic,
coz zpusobi snizeni intenzity rozptyleného svétla (Zinterhofer et al., 1973).
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3.1.6.4 Meéreni vodivosti
Elektrickd vodivost média se zvySuje béhem hydrolyzy, vzhledem k vyvoji uvolnénych
elektricky nabitych volnych MK (Ballot et al., 1982).

3.1.6.5 HPLC

Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie pouziva pro stanoveni katalytické
aktivity lipasy jako substrat napriklad B-naftyllaureat. Tento substrat je inkubovan
s enzymem za tvorby naftolu, ktery je stanoven pomoci HPLC pouzitim UV detekroru.
HPLC metoda byla pouzita pro méfeni produkiu 2-hydroxyoktanové kyseliny
UV detektorem za pouZziti methyl nebo butyl esterd 2-hydroxyoktanové kyseliny jako
substratu (Sakaki et al., 2002).

3.1.6.6 Plynova chromatografie (GC)

GC metoda muze byt pouzita pro separaci a kvantifikaci hydrolytickych produktd
(Louwrier et al., 1996). Tato metoda je obecné vhodnéjsi nez HPLC predevsim proto,
ze HPLC ma nizkou citlivost detektorli (Snellman & Colwell, 2008).

3.1.6.7 Kolorimetrické metody
Pouzitim kolorimetrickych metod (kolorimetrie, fotometrie, spektrofotometrie) se docili
vétsi rychlosti a citlivosti testu pro stanoveni volnych MK (Lowry & Tinsley, 1976).

Aktivita lipasy se urcuje hydrolyzou umélych substrati p-nitrofenyl esterd MK s riiznou
délkou fetézce (napf. estery kyseliny butanové, palmitové, aj.). Tato hydrolyza vede
k uvolnéni p-nitrofenolu, ktery je kvantitativng stanoven spektrofotometricky. Zluté
zbarveni p-nitrofenolu Ize sledovat odecitanim absorbance pfi vinové délce 405 nm
(Stuer et al., 1986) nebo pfi 410 nm (Winkler & Stuckmann, 1979). Pfiklady komeréné
dostupnych umeélych substratd jsou zobrazeny v Tab. 3.
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Tab. 3 Priklady komeréné dostupnych umélych substratd (pfevzato
z http://www.sigmaaldrich.com/czech-republic.html; prohlizeno 24. 4. 2012).

c Molekulova
Substrat ETZ%:::CKV hmotnost Strukturni vzorec
[g/mol]

4-nitrofeny|butyrét C10H11NO4 209,20

(@)

O “(CH2)16CHs

o

4—nitrofeny|stearét CQ4H39NO4 405,57

54

>:o

Q" “(CH2)14CHg
4-nitrofenylpalmitat CooH3sNO, 377,52

2V

NO,
I

2-naftylstearat CosH120; 410,63 O—C—CHQ(CH2)15CH3
O.__ (CHp)oCH

2-naftyllaureat CasHa00s 326,48 i

8

o]

3.2 Imobilizace enzymii na nosice

Enzymy jsou relativné drahé katalyzatory. Z ekonomického hlediska je v mnoha
aplikacich vyZzadovano jejich opétovné pouziti. Aby se enzym mohl pouzit znovu, musi
byt jeho stabilita dostate¢né vysoka, coz se docili imobilizaci. Enzym, ktery je
imobilizovan na nosi¢, je mozné po skoncéeni rekce separovat filtraci pfes sito (Zhao et
al.,, 2011), dekantaci (Jeong et al., 2006), centrifugaci (Phadtare et al., 2004) &i
magnetickou separaci (Safafikova & SafaFik, 1995). Pouziti imobilizovanych enzymi
umozniuje vyrazné zjednodusit konstrukci reaktoru a také umozruje kontrolovat pribéh
reakce (Mateo et al., 2007).
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Ve vétsiné pfipadl se provadi imobilizace kovalentnim vazanim na pevné nosice, které
by mély mit dostate€né mnozstvi funk&nich skupin kimobilizaci a také mit
mechanickou a chemickou odolnost, dobré pruatokové vlastnosti aj. (Hermanson et al.,
1992).

Imobilizaci enzymd na nosiCe se ve vétSiné pripadd mohou zlepSit jejich vlastnosti
v porovnani s neimobilizovanymi formami. Mezi tyto vlastnosti patfi rozSifeny rozsah
teplotniho a pH optima, vy$Si stabilita pfi skladovani, vyssi aktivita aj. (Hong et al.,
2007).

Bohuzel imobilizace pfindsSi nékteré nevyhody. Mezi né patfi napfiklad to, ze enzym
muze CasteCné ztracet svou aktivitu (Bryjak, 2003) a muze dojit ke snizeni afinity

enzymu k substratu (Lei et al., 2007).

3.2.1 Porézni nosice

Jako nosice se vyuzivaji porézni materidly anorganického pavodu, napf. porézni sklo,
pisek, silikagel organického plvodu, napf. celulosa a jeji derivaty, Sepharosa,
polyvinylalkohol atd. (Hermanson et al., 1992).

3.2.1.1 Porézni nosice anorganického ptivodu

Vyhodou silikagelu je vysoka pérovitost a mechanickéd odolnost, dobré definovatelnost,
ale ma omezenou chemickou stabilitu (limitujicim faktorem je pH a teplota) a je
nachylny ke specifickym interakcim (Hermanson et al., 1992). Porézni sklo a kfemicité
materidly jsou uZzite€né vzhledem ke své porovitosti, rigidit€, mechanické odolnosti,
termostabilité a odolnosti vici nespecifickym interakcim. Nevyhodou pouziti porézniho
skla je jeho kifehkost a rozpustnost v zasaditém prostfedi (Exnar, 1985).

3.2.1.2 Porézni nosice organického piivodu

Jako porézni nosi¢ organického puvodu se pouziva polysacharid Sepharosa ziskana
z mofskych fas. Pfirodni Sepharosa je mechanicky i chemicky labilni, avSak po
zesiténi ¢inidlem 2,3-dibrompropanolem nebo epichlorhydrinem vznika stabilni gel,
u kterého se tyto vlastnosti méni na stabilni. Dal$i vyhodou je velikost p6ru. Celulosa je
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nejpouzivanéjsSi makroporézni, hydrofilni nosi€. Celulosa je charakteristicka

snasenlivosti k vy§Sim teplotdm i pH (Hermanson et al., 1992).

NosiCe vyrobené ze syntetického polymeru polyakrylamidu (PAD) maji dobrou pH
stabilitu, odolnost vG¢&i nespecifickym interakcim. Mezi nevyhody pfi pouziti
polyakrylamidu jako nosiCe patfi nizké pritokové vlastnosti, mechanicka labilita.
Dal8im, Siroce pouzivanym syntetickym polymerem je polyvinylalkohol (PVA), ktery je
rozpustny ve vodé, nerozpustny v organickych rozpoustédlech. PVA vykazuje dobrou
mechanickou a tepelnou stabilitu (Hermanson et al., 1992).

3.2.2 Neporézni nosice

Rychlost enzymové reakce v pfipadé poréznich nosi¢l je limitovana difuzi substratu
k enzymu a produktu ven, a proto se zacinaji vice preferovat nosi¢e neporézni (Obr. 6)
(Dohanyos & Smejkalova, 2006). Mezi neporézni nosite se fadi nejriizn&j$i materialy
o velikosti nano- az mikro- metrd v zavislosti na aplikacich v riznych oblastech
mediciny, biotechnologie, environmentélni technologie, biologickych nebo chemickych
oborech (Safafik & Safafikova, 2009). Nejéastéji se vyuzivaji magnetické nano- nebo
mikro&astice vyrobené z oxidl Zeleza — maghemitu y-Fe,O3; a magnetitu Fe;O, (Liu et
al., 2009). DalSimi moznymi materidly jsou CrO, (Zhong et al., 2001) nebo Cisté kovy
Fe, Ni a jejich slitiny (Suh et al., 2006).

Neporézni povrch Porézni povrch

6,6,0

Vazand ' Vazand
vrstva vrstva
enzymu enzymu

Obr. 6 Imobilizace enzymi na poréznim a neporéznim povrchu. K enzymu
vazaného na povrch nosi¢e difunduje rozpustény substrat a opaCnym smérem

difunduje produkt (upraveno dle Dohanyos & Smejkalova, 20086).
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Vyhodou pouZziti magnetickych neporéznich nosicl je vyuZiti jejich snadné manipulace
a separace vngjSim magnetickym polem bé&hem nékolika sekund (Obr. 7). Mezi
Zzadouci vlastnosti také patfi chemicka rezistence a kompatibilita s nejbé&znéji
pouzivanymi rozpoustédly a pufry, termostabilita, mechanickd odolnost,
superparamagnetismus, velky povrch aj. (Hsing et al., 2007).

Magnetické Céastice patfi mezi kompozity, které maji magnetickou ¢ast (nejCastéji
tvofen z magnetitu, maghemitu nebo raznych feritd) a druhou &asti je polymerni latka
(Laurent et al., 2008). Po modifikaci povrchu ¢astic polymerem je zajiSténa stabilizace,
dispergace a funkcionalizace povrchu ¢astic (Horak et al., 2007).

-

Obr. 7 Separace magnetickych celulosovych mikrocastic vnéjSim magnetickym
polem (magnetem). Rozsuspendované MCM v pufru (0,05 mol.I" K-P;, pH = 7,5) pFed
magnetickou separaci (vlevo) a po magnetické separaci (vpravo).

3.2.2.1 Magnetické mikrocastice

3.2.2.1.1  Priprava magnetickych jader

Magnetické mikro€éastice jsou slozeny z magnetickych jader, kterd mohou mit velikost
fadové v nanometrech. Tato magneticka jadra se pak obaluji polymerem za vzniku
mikro¢astic (Horak et al., 2007).

Mezi nejrozSifengjSi zpusob pfipravy magnetickych jader patfi koprecipitace se
z4sadou. Fe** a Fe®* soli se smichaji svodnym roztokem amoniaku. Vysledkem
srazeni jsou Castice magnetitu. Tvorba produkiu a morfologie Castic je ovlivnéna
rdznymi parametry koprecipitacniho procesu, tj. pH, iontova sila, teplota, koncentrace
soli, reakéni doba, aj. (Massart, 1981).

Dalsi moznou pfipravou je termicky rozklad prekurzort obsahujicich zelezo. Termicky

rozklad pentakarbonylZeleza za pritomnosti surfaktantu (pf. kyseliny olejové) poskytuje
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nejprve primarni ¢astice zeleza a az po oxidaci se tvofi magnetit (Pei et al., 2007) nebo
maghemit (Hyeon et al., 2001).

Hydrotermalni proces zahrnuje reakce smésnych oxidd a hydroxidi zeleza ve vodném
prostiedi pfi nadkritickych podminkach (pfi teplotach nad 200 °C, pod tlakem vyS§im
nez 14 MPa) za vzniku &astic feritu (Horak et al., 2007).

3.2.2.1.2 Modifikace povrchu magnetickych mikrocastic

Magnetické polymerni mikro¢astice maji charakter kompozitniho materialu slozeny
z anorganické a organické slozky. Modifikace mikro¢astic polymerem je velmi dulezita,
jelikoz polymer chrani mikroCastice pred pfimym kontaktem s prostfedim. Déle
modifikace povrchu zabrafuje nezadoucim nespecifickym interakcim, zabraruje
shlukovani mikrocastic, zajistuje stabilizaci mikrocastic a pfitomnost funkénich skupin
(OH, COOH, NH,, CONH,, aj.), které jsou nezbytné pro imobilizaci biomolekul.
Biokompatibilita a biodegradabilita jsou velmi dulezité vlastnosti magnetickych
polymernich mikro€astic pfi pouziti v aplikacich in vivo (Horak et al., 2007).
K modifikaci povrchu se pouzivaji rizné typy polymerd — pfirodni a syntetické
(Bajerova et al., 2009), které jsou znazornény v Tab. 4.

RdGzné metody pfipravy modifikace polymerem poskytuji magnetické polymerni ¢astice,
které se liSi morfologii (Obr. 8).

OX X &

Obr. 8 Ruzné typy morfologie kompozithich magnetickych polymernich
mikroc¢astic. (a) jedno magnetické jadro uvnitf polymerniho pouzdra, (b) vice
magnetickych jader rovnomérné rozptylenych v polymerni matrici, (c) magnetickd jadra
umisténd na povrchu polymerni koule, (d) polymerni Fetézce privésené

k magnetickému jadru (upraveno dle Horak et al., 2007).
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Mezi metody pfipravy magnetickych polymernich mikro¢astic patfi fazova separace,
sitovaci metody, polymerova inkompatibilita, odpafeni rozpoustédla aj. (Bajerova et al.,
2009).

Pfi fazové separaci dochazi k rozdéleni polymerniho roztoku na dvé nemisitelné
kapalné faze. Jedna z fazi je bohata na makromolekularni material, ktery se vysrazi za
neustalého michani na magneticka jadra zménou pH, teploty nebo pfidanim sitovaciho
¢inidla, pf. glutaraldehydu (Bajerova et al., 2009).

Tvorba kovalentnich vazeb mezi polymerem a magnetickym jadrem je princip
chemické sitovaci metody. Jako cCinidla zprostfedkovavajici kovalentni vazby patfi
glutaraldehyd, formaldehyd nebo pfirodni genepin. Tato c¢inidla byla pouzita pro
pFipravu chitosanovych mikroc¢astic (Bajerova et al., 2009).

Polymerova inkompatibilita vyuziva principu fazové separace, ale je zaloZena na
vzajemné neslucitelnosti dvou polymernich roztokl, které se chemicky od sebe lisi.
V zavislosti na inkompatibilité dochazi k oddéleni dvou polymernich fazi. Povrch
magnetického jadra tvofi pouze jeden z polymerd. Druhy polymer se pfidava do
reakce, aby vyvolal fdzovou separaci (Bajerova et al., 2009).

Nejjednodussi a zaroven nejpouzivanéjsi metodou pfipravy magnetickych polymernich
mikroCastic je odpareni rozpoustédla z vnitini fdze emulse. Magneticky material se
rozptyli do rozpusténého polymeru v tékavém organickém rozpoustédle. Pak se za
stalého michani organicka faze emulguje do disperzniho média (vnéjsi faze)
s emulgatorem. Rychlost michéani je limitujicim faktorem pro vyslednou velikost
magnetickych polymernich mikrogastic. Po stabilizaci emulse dochazi k difuzi vnitiniho
rozpous$tédla a nasledné k jeho odpafovani (Bajerova et al., 2009).
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Tab. 4 Priklady polymert pouzivanych k povrchové modifikaci mikrocastic a

jejich mozné vyuziti v praxi.

Typ

Konkrétni

materialu  obalovy material Aplikace Literatura
. Xie &
chitosan oIe:ochemlcky vyroba bionafty Wang,
pramysl 2012
. - biosensory, DNA Graham et
dextran biomedicina bioCipy al., 2002
celulosa biomedicina mimotélni Cisténi krve SHErENE;
etal., 2010
cileny prenos léciva -
" : - uvolfiovani Ciofani et
alginat biomedicina nervového rastového  al., 2009
Prirodni faktoru
PRy cileny prenos léciva -
: ; Colet &
Skrob biomedicina U1 opsoninu v Muller
Kuppferovych 1994 ’
bunkach potkana
Zelatina biomedicina cileny prenos léCiva Tataru et
al., 2011
cileny pfenos IéCiva -
: : - uvolfiovani Jia et al,,
albumin biomedicina 5-flurouracilu v 2007
pankreatu potkana
cileny prenos léciva - Kaminski et
polyethylenglykol  biomedicina uvolfhovani aktivatoru al. 2008
plasminogenu v
kyselina o biomedicina C|Ienvy prenos Ieglva - Teply et al.,
poly(L-mlé¢nd) uvolfiovani insulinu 2008
. kyselina . - cileny prenos léCiva -  Teply et al.,
Syntetické 1 ivkolova)y  Plomedicina L oikovaniinsulinu 2008
polymery
. potravinarsky . Akgol et
polyvinylalkohol oramysi hydrolyza sacharosy al.. 2001a
cileny prenos léciva -
silikon biomedicina uvolfiovani 5611 ((a)t al,
protinadorovych |éCiv
polystyren biomedicina lé¢ba glaukomu aSIarT;%e1l1et
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3.2.3 Metody imobilizace

3.2.3.1 Adsorpce

Adsorpce je jednou z nejstarSich metod pro imobilizaci proteind na magnetické nosice.
Vyznaluje se jednoduchosti, ekonomickou nendrocnosti a snadnou proveditelnosti
postupu. Princip adsorpce enzymu na nosi¢ je zalozeny na nekovalentnich interakcich,
jako jsou iontové, hydrofobni, vodikové nebo van der Waalsovy sily (Akgdl et al.,
2001b) (Obr. 9b). Jelikoz u adsorpce nedochazi k chemické vazbé jako takové, enzym
si muze zachovat svou vysokou katalytickou aktivitu (Mateo et al., 2000). Adsorpce ma
nevyhody ve srovnani s napfiklad kovalentné vazanou imobilizaci, a to takové, ze je
meéneé spolehlivd a méné stabilni. AvSak nizka stabilita maze byt vyuZita pro reverzibilni

navazani proteint (Bayramoglu et al., 2008).

3.2.3.2 Zesiténi

Principem imobilizaéni metody zesiténi je vytvoreni (kovalentnich) chemickych vazeb
mezi molekulami proteinu, ¢imz vznika nerozpustna sit' (Obr. 9d). Aktivaénim ¢€inidlem
muze byt bifunkéni vodny roztok glutaraldehydu, ktery efektivné aktivuje aminoskupiny.
Tato chemicka vazba zajiStuje stabilni strukturu a zesiténi biomolekul. Mezi ¢inidla,
ktera se pouzivaji pro metodu zesiténi patfi také bisdiazobenzidin nebo hexamethylen
diisokyanat (Eldin et al., 2000). Pouziti imobilizace pomoci mezimolekularniho vazani
je Casto doprovazeno jinymi metodami, napfiklad fyzikalni adsorpci. Touto kombinaci
se docili vétsi stability enzymu a v neposledni fadé se zabrani jeho postupnému

uvolfiovani z nosi¢e (Lopez-Gallego et al., 2005)

3.2.3.3 Zachyceni do polymerni matrice

Dalsi fyzikalni metodou pro imobilizaci biomolekul je jejich zachyceni do gelové matrice
(Obr. 9a), kterd je tvofena syntetickymi polymernimi latkami (napf. PAD nebo PVA),
dale polypeptidy (napf. kolagenem nebo kaseinem) a polysacharidy (napf. agarem)
(Prabhune & SivaRaman, 1991). | kdyz jsou enzymy zabudované do struktury matrice
gelu, nachazeji se v roztoku nevazané, tudiz jejich katalyticka aktivita se vétSinou prilis
nesnizi. Matrice zpfistupnuji enzym substratu, tudiz po ukonceni reakce se uvolni
pozadovany produkt (Zajoncova & Pospiskova, 2009). Tento typ imobilizace ma
nevyhodu v tom, Ze se imobilizovany enzym postupné uvolfuje z matrice (Cao, 2005).
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3.2.3.4 Uzavreni mezi semipermeabilni membrany
Tento typ imobilizace se vyuziva zejména v bioaplikacich (v mediciné). Principem této
metody je zabudovani biomolekul do lipidové dvouvrstvy (Walde & Ichikawa, 2001)
nebo do kapsule z polymerniho materiélu (Iso et al., 1989) (Obr. 9c).

Pouzitim liposom( se umozni transport a cilené intracelularni uvolnéni léCiva v tkani,
diky schopnosti liposomu interagovat s bunéénymi membranami (Franc et al., 2012).
Liposomy poprvé charakterizovali Bangham et al. vroce 1964 jako umélé kruhove
vezikuly, které jsou tvofené jednou nebo vice fosfolipidovymi dvouvrstvami, které maji

vlastnosti membrany.

Proces, u kterého dochazi k zabudovani biomolekuly do kapsule z polymerniho
materialu, se nazyva mikroenkapsulace (Iso et al., 1989).

Vyhodou této metody je, Ze enzym se nachazi v roztoku volny, pouze je ohrani¢en
membranou. Jelikoz se jedna o membrany semipermeabilni, enzym snadno reaguje se
substratem za vzniku zadaného produktu, ktery se uvolni do prostiedi (Zajoncova
& Pospiskova, 2009). Mezi hlavni nevyhody této metody patfi ob&asna inaktivace
enzymu béhem mikroenkapsulace a pozadovana vysoka koncentrace enzymu. Navic
velikost pérd musi byt dostate¢né mala, jelikoz systém je omezen difuzi (Costa et al.,
2004).

3.2.3.5 Kovalentni vazba

NejCastéjSi imobilizaéni metodou je navazani kovalentni vazbou (Obr. 9e). Kovalentni
zachyceni poskytuje nejsilngj§i vazbu pro imobilizaci. Pevna vazba muize ovlivnit
konformaci enzymu natolik, Ze se jeho afinita k substratu muze zvySit nebo naopak
snizit. Snizeni afinity se Ize pfedejit pouzitim kofaktorl nebo kompetitivnich inhibitora

b&hem imobilizace (Cao, 2005).

Povrch magnetického nosi€e musi byt modifikovany polymery, jelikoZz obsahuji funkéni
skupiny (napf. NH,, OH, SH, COOH nebo CONH,). Aby se biomolekuly (napf. enzymy)
mohly navazat, je zapotfebi aktivovat tyto funkéni skupiny vhodnymi cinidly (Cao,
2005).

Napfiklad pro aktivaci karboxylovych skupin se pouzivaji rdzné slouceniny
karbodiimidd jako aktivaéni Cinidla, ktera zajisti pomérné stabilni produkt (Hong et al.,
2007).
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Aktivace aminoskupin se provadi pomoci vodného roztoku glutaraldehydu, ktery
stabilizuje vyslednou strukturu (Betancor et al., 2006).

Pomoci epichlorhydrinu (Akkaya et al., 2009) nebo bromkyanu (Arica et al., 2000) se
aktivuji povrchy nosi¢u obsahujici hydroxyskupiny.

L G
........... G
........... G
b - c
o
—o
—0
a . U

Obr. 9 Schematické znazornéni imobilizace enzymi. (a) zachyceni do polymerni
matrice, (b) adsorpce, (c) uzavieni mezi semipermeabilni membrany, (d) zesiténi,

(d) kovalentni vazba (upraveno dle Zajoncova & PospiSkova, 2009).

3.2.4 Imobilizace lipasy

Imobilizace enzymu, véetné lipas je ¢im dal vice pozadovana, jelikoz maji vyuziti
v mnoha aplikacich, ale jejich cena je velmi vysoka. Cile imobilizace lipas na nosice
jsou snizeni nakladu na izolaci a purifikaci, zlepSeni vlastnosti imobilizovanych lipas

oproti volnym formam (Jaeger & Reetz, 1998).

3.2.5 Vyuziti lipas v praxi
Lipasy nachazeji velké vyuziti ve specidlnich organickych syntézach, mycich
pripravcich, dale oleochemickém, potravinarském, agrochemickém, papirenském
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farmaceutickém a kosmetickém prumyslu. Vyvoj technologickych postupt zaloZenych
na pouziti lipasy pro syntézu novych sloucenin rapidné roste (Liese et al., 2000).

3.2.5.1 Lipasy v detergentech

Hlavni komeréni aplikaci pro hydrolytické lipasy je jejich pouziti v pracich prostfedcich
a detergentech. Diky jejich schopnosti hydrolyzovat tuky, nachazeji volné lipasy hlavni
pouziti jako aditivum v pracich prostfedcich a detergentech ve vS§ech domacnostech
(Masse et al., 2001). Lipasy v detergentech jsou specialné vybrany tak, aby splfiovaly
nasledujici pozadavky: Enzymy musi mit nizkou substratovou specifitu, tj. schopnost
hydrolyzovat tuky rizného slozeni; dale mély by byt schopny odolat relativné drsnym
podminkam (pH 10-11, 30-60 °C); a také musi odolat Skodlivym surfaktantim a jinym
enzymUm (napfiklad linedrnimu alkyl benzen sulfondtu a proteasam), které jsou také
dalezitymi pfisadami v mnoha detergentech. Lipasy s pozadovanymi vlastnosti jsou
ziskavany prfes kombinaci neustalych screening testd (Yeoh et al., 1986)
a proteinového inzenyrstvi (Kazlauskas & Bornscheuer, 1998). V roce 1994 spole¢nost
Novo Nordisk predstavila prvni komeréni rekombinantni lipasu ,Lipolase®, ktera byla
ziskana z houby Thermomyces lanuginosus, jenz byla exprimovana v Aspergillus
oryzae. Tato geneticky modifikovana bakterie produkovala velké mnozstvi enzymu
,Lipolase” Stépici tuky. Enzym byl pouZit v celé fadé pracich prostfedkd po celém svété
pro ucinné odstranéni mastnych skvrn (Jaeger & Reetz, 1998).

3.2.5.2 Lipasy v potravinaistvi

Tuky a oleje jsou dulezité slozky potravin. Nutricni hodnota, smyslové vnimani
a fyzikalni vlastnosti TAG jsou znac¢né ovlivnény takovymi faktory, jako napfiklad
umisténi mastné kyseliny na uhlikové kostfe glycerolu, délka fetézce mastné kyseliny
a také jeji stupen nasyceni. Lipasy nam dovoluji modifikovat vlastnosti lipidd zménou
umisténi fetézce mastné kyseliny v glyceridech nebo vymeénit jednu nebo vice
mastnych kyselin za jiné. Timto zpusobem relativné levny a méné Zadany lipid muze
byt pozménén na lipid slepSimi vlastnostmi. Pfikladem této modifikace,
zprostfedkovavajici imobilizovana lipasa, je tvorba mlééného tuku, ktery je podobny
lidskému lipidu v matefském mléce, coz je vyuzito v détské vyzivé, a také vyroba

nahrazek kakaového masla (Undurraga et al., 2001).
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Cokolada se vyrébi z kakaové hmoty, kakaového masla, sacharidd a emulgatord.
Kakaové méslo je nazloutly rostlinny tuk, ktery ziskame lisovanim kakaovych bobu.
Jeho bod tani se pohybuje okolo 37 °C. Po vloZeni Cokolady do Ust se dostavi pfijemny
chladivy pocit pravé kvali tani kakaového masla. Kakaové maslo obsahuje kyselinu
palmitovou, stearovou a olejovou. Technologie zaloZzend na spojeni hydrolytickych
a syntetickych reakci katalyzované lipasou se bézné pouzivaji pro zlepSeni kvality
nékterych meéné Z&doucich (povolenych vyhladkou) nahrazek rostlinnych tuku za
kakaové maslo (Undurraga et al., 2001). Jeden 2z moznych postupld vyroby
kvalitnéjSich  ndhrazek je pouziti imobilizované lipasy ziskané z pudni
houby Rhizomucor miehei. Reakci, kterou katalyzuje imobilizovana lipasa, je
transesterifikace, pfi které se zameéni kyselina stearovd za kyselinu palmitovou
v palmovém oleji, ktery je nejCastéjSim pfikladem takovéto ndhrazky v Cokoladé. (Pabai
et al., 1995a).

Diky pozitivnim metabolickym G¢€inkim na lidské zdravi jsou polynenasycené mastné
kyseliny (PUFA) ¢im dal vice pouzivany jako farmaceutika, nutraceutika a potravinové
dopliky (Gill & Valivety, 1997a). Mnoho PUFA jsou nezbytné pro normalni syntézu
lipidovych membran a prostaglandind. Neimobilizované mikrobidlni lipasy jsou
pouzivany k ziskani PUFA ze ZivociSnych a rostlinnych lipidd. Volné PUFA a jejich
mono- a diglyceridy jsou nasledné pouzivany k vyrobé riznych farmaceutik (Gill
& Valivety, 1997Db).

Navic se volné lipasy pouzivaji pro vyvoj chuti pfi zréni syra, pro vyrobu
potravinafskych barviv a emulgatort podporujici chut jidla a napoja. Také jsou lipasy
uziteCné pfi odstranovani tukd z produkid masa a ryb (Kazlauskas & Bornscheuer,
1998).

3.2.5.3 Lipasy v papirenském priamyslu

Pryskyfice nebo jiné hydrofobni komponenty dfeva, zejména triglyceridy a vosky,
zpusobuji nékolik problému v papirenském a dfevozpracujicim pramyslu. Lipasy jsou
pouzivany v procesech, které zajiStuji odstranéni pravé téchto hydrofobnich
komponent. Spole¢nost Nippon Paper sidlici v Japonsku vyvinula metodu na kontrolu
mnozstvi pfitomné pryskyfice ve dfevé. Vtéto metodé se pouzivala volnd lipasa
z kvasinky Candida rugosa k hydrolyze vice nez 90 % triglyceridu z dfeva (Jaeger
& Reetz, 1998).
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3.2.5.4 Lipasy v organické syntéze

Aplikace volnych lipas v organické syntéze se stava stéle vice dulezité, jelikoz
katalyzuji Siroké spektrum chemo-, regio- a stereoselektivnich transformaci. VétSina
lipas, které se pouzivaji jako katalyzatory v organické chemii jsou mikrobidlniho
pavodu. Tyto enzymy jsou schopny se uc€astnit reakce jen u hydrofilni-lipofilniho
fazového rozhrani a toleruji organicka rozpoustédla v reakéni smési (Berglund & Hultt,
2000).

Enzymy katalyzuji hydrolyzu triglycerid(i, které nejsou misitelné s vodou na rozhrani
voda-kapalina. MnozZstvi vody pfitomné v reakéni smési je urujicim faktorem pro
ureni typu katalyzy. Pokud je prostfedi bezvodé nebo je pfitomno malé mnoZstvi
vody, jsou uprednostnény esterifikace a transesterifikace. PFfi nadbytku vody probiha
hydrolyticka reakce (Klibanov, 1997).

3.2.5.5 Lipasy v syntéze esteru

Volné lipasy (Janssen et al., 1999) i imobilizované lipasy (Krishnakant & Madamwar,
2001) jsou uspésné pouzivany jako katalyzatory pro syntézu ester(l. Estery tvorené
kratkymi fetézci mastnych kyselin maji aplikaci jako chutova cinidla v potravinarstvi.
Methylestery a ethylestery tvofené dlouhymi fetézci mastnych kyselin se daji pouzit
jako obohacené dieselové palivo (Vulfson, 1994).

Ackoli lipasy patfi mezi hydrolytické enzymy, které Stépi esterové vazby TAG, mohou
také katalyzovat reverzni reakce (syntézu esterud) v prostfedi o malém mnozZstvi vody.
Dulezitou reakci pfi syntéze esteru je transesterifikace. V zavislosti na substratu, lipasy
mohou katalyzovat acidolyzu (reakce esteru a karboxylové kyseliny za vzniku jiného
esteru), alkoholyzu (reakce esteru a alkoholu za vzniku jiného esteru)
a interesterifikace (reakce dvou esterl za vzniku esterd s vyménénymi acylovymi
zbytky) (Balcéo et al., 1996).

3.2.5.6 Lipasy v oleochemickém priumyslu

Pouziti imobilizovanych lipas v oleochemickém pramyslu se zaméfuje na reakce,
u kterych dochazi k uchovani energie a minimalizaci teplotni degradace bé&hem
alkoholyzy, acidolyzy, hydrolyzy a glycerolyzy (Vulfson, 1994).
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V oleochemickém primyslu nachazi uplatnéni vyroba biopaliv. Biopaliva se vyrabi
z biomasy, coz je hmota organického puvodu (Zivo€iSného i rostlinného), také zahrnuje
produkty a odpady dfevozpracujiciho primyslu, komunalni a jiné primyslové odpady.
Podminéna je zde biodegrace (Sebor et al., 2008).

Vyuzivani biopaliv ma mnoho vyhod. Jedna z vyhod je, Ze biopaliva se fadi mezi
obnovitelné zdroje energie na rozdil od fosilnich paliv, ktera se sice tvofila v prubéhu
nékolika geologickych obdobi, ale mohou byt rychle vyCerpana. DalSi vyhodou je
snizeni zavislosti statl na jinych statech, které ropu vyvazeji a také by se
minimalizovaly pfirodni katastrofy, které zpusobuji tankery prevazejici ropu. Dale
vyuzivanim biopaliv se snizi tvorba emisi sklenikovych plynti (CO,) do ovzdusi (Sebor
et al., 2006).

Vyuzivani biopaliv pfindsi také negativa. Vyroba biopaliv je po energetické strance
naro¢ny proces, ktery zahrnuje péstovani a samotné zpracovani rostlin. Z tohoto
ddvodu je produkce CO, u biopaliv prvni generace okolo 50 % z usporené tvorby CO,,
u biopaliv druhé generace se tato hodnota vyrazné snizila. Objektivni posouzeni
vyprodukovanych emisi CO, musi zahrnovat cely jeho cyklus v prostfedi, tj. tvorba CO,
pfi udrzovani rastu rostliny az po findlni spaleni biopaliva ve vozidle. Nemalym
problémem je také zabrani vysadbové plochy pro rostliny. Muze dojit ke kaceni pralesu
nebo Kk vytlaceni plodin uréené k potravé. Aplikace biopaliv pfindsi i technické
problémy. Spalovaci motory by musely projit Upravami pro moznost pouzivani biopaliv
(Hromadko et al., 2010).

Mezi svétové vyuzivané biopaliva se fadi bioethanol a bionafta. Podstatou vyroby
bionafty (methyestery mastnych kyselin) je transesterifikace ester0 MK a glycerolu,
triglyceridd za katalyzy lipasou. Zakladnimi surovinami pro vyrobu jsou rostlinny olej,
ktery se ziskava z olejnatych rostlin, jako napfiklad séja, Fepka olejna nebo slunecnice,
nebo Zivocisny tuk ziskany zryb, skotu, dribeZze nebo prasat a methanol. Jako

vvvvv

3.2.5.7 Lipasy ve farmaceutickém primyslu

Farmaceutické spole€nosti kladou diraz na zefektivnéni metod pro prumyslovou
syntézu Cistych enantiomer( vykazujicich chiralitu, tj. biologicky aktivnich latek. Mezi
tyto latky patfi protizanétliva 1éciva, léc€iva tlumici bolest a hore¢naté stavy jako
naproxen (Xin et al., 2001) a ibuprofen (Lee et al., 1995). Dale jsou imobilizované
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lipasy pouzity v syntéze antihypertenzivnich léC€iv (inhibitory angiotensin konvertujiciho
enzymu) a léku, které slouzi k blokaci membranovych vapenatych kanali (Berglund
& Hutt, 2000).
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4 Experimentalni cast

4.1 Materialy a chemikalie
Dihydrogenfosfore€nan draselny (Merck, Némecko)
Ethanol (96%, denaturovany) (lihovar Kojetin)
Hydrogenfosforecnan draselny (Merck, Némecko)
Hydroxid sodny (Lach-Ner, CR)

Jodistan sodny (Sigma Aldrich, USA)

Kyselina borita (Chemapol, CSR)

Kyselina octova (= 99,7%) (Sigma Aldrich, USA)
Kyselina trihydrogenfosforeéna (85%) (Chemapol, CSR)
Lipasa z Candida rugosa (Sigma Aldrich, USA)
Magnetické celulosové mikrogastice Perloza MG 200 (lontosorb, Usti nad Labem)

p-nitrofenylbutyrat (Sigma Aldrich, USA)

4.2 Pristroje

Analytické vahy (Sartorius, Némecko)
Automatické pipety 1-5000 ul (Eppendorf, Némecko)
Digitalni pH metr (WTW, Némecko)

Programovatelny rotator (Biosan, Litva)

Spektrofotometr Biochrom WPA (Biochrom Ltd., Velka Britanie)
Termostat (Grant, Velka Britanie)

Vortex MS-1 (IKA, Némecko)
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4.3 Metody

4.3.1 Priprava imobilizované lipasy na magnetické
celulosové mikrocastice

Magnetické celulosové mikro¢astice Perloza MG 200 (MCM) o standardni velikosti
v rozsahu 50-80 pum byly rozsuspendovéany v 300 pl 0,1 mollI' NalO, za stalého
michani a tfepani na rotatoru po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté. Po aktivaci
celulosové vrstvy jodistanem sodnym byly MCM tfikrat promyty pufrem (0,05 mol.l”
K-P;, pH = 7,5). Pak se k aktivovanym ¢asticim pfidal 300 pl roztok lipasy (1 mg lipasy
z C. rugosana 1 ml 0,05 mol.I" K-P;, pH = 7,5), ktery se nechal michat na rotatoru pres

noc pro efektivni navazani enzymu (Obr. 10).

celulosa dialdehyd celulosy imobilizovany enzym

Obr. 10 Schéma aktivace celulosové vrstvy magnetickych mikrocastic
a nasledna imobilizace lipasy (upraveno dle Namdeo & Bajpai, 2009).

4.3.2 Stanoveni aktivity lipasy

Aktivita lipasy z C. rugosa byla stanovena spektrofotometricky. Pfi méfeni aktivity byl
pouzit umély substrat, a to p-nitrofenylbutyrat, ktery je lipasou hydrolyzovan dle rovnice
(Obr. 11) za vzniku barevného produktu p-nitrofenolu. Jelikoz maximalni absorbance
p-nitrofenolu se nachazi ve Zluté oblasti, aktivita byla proméfovana pfi vinové délce
405 nm.

i
p-nitrofenylbutyr at S p-nitrofenol + kyselina butanova

H,0

Obr. 11 Rovnice hydrolyzy umélého substratu p-nitrofenylbutyratu.

Pfi méfeni aktivity volné lipasy se do sklenéné kyvety napipetovalo 1980 ul pufru
(0,05 mol.I" K-P, pH = 7,5), 10 ul p-nitrofenylbutyratu (35,1 mmol.I" v ethanolu)

-38 -



a po promichani se pfidalo 10 pl roztoku lipasy z C. rugosa (1 mg.ml™") v pufru (0,05
mol.I" K-P,, pH = 7,5). Zaznamenavala se zména absorbance v intervalu 30 s po dobu
2,5 minuty.

PFi méfeni aktivity imobilizované lipasy se do sklenéné kyvety prepipetovalo 10 mg
MCM s imobilizovanou lipasou a bylo pfidano 1990 pl pufru (0,05 mol.I" KP;, pH = 7,5).
Enzymova reakce byla zahajena pfidanim 10 pl substratu p-nitrofenylbutyratu
(35,1 mmol.I" v ethanolu). Reakce probihala za stalého michani. Absorbance se
odecitala vzdy po usazeni &astic na dno kyvety (pomoci vnéjSiho magnetického
pole — magnetu) v ¢asovych intervalech (30 s) po dobu 2,5 minut.

Aktivita byla ziskana ze vztahu (1)

An  AA |4

— _—.— kde (1)

At At e-1

An / At je aktivita (kat), AA je zména absorbance, At je ¢asovy interval (s), V je celkovy
objem vzorku v kyvetg (dm®), € je molarni absorpéni koeficient (dm*mol.I".cm™), | je

délka optické drahy (cm).

VySe uvedeny postup méfeni aktivity lipasy (volné, imobilizované) je u vSech
podkapitol shodny, obméruji se pouze proménné (pH, teplota, znovupouZziti,
skladovani pfi laboratorni teploté nebo v lednici).

4.3.2.1 Stanoveni zavislosti aktivity lipasy na teploté

Stanoveni aktivity volné lipasy z C. rugosa v zavislosti na teploté bylo zjisténo tak, ze
vzorky roztok lipasy (1 mg.ml™") v pufru (0,05 mol.I'" K-P;, pH = 7,5) byly inkubovany
pfi rlznych teplotach (25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 °C) po dobu 30 minut. Po
ochlazeni v ledové lazni bylo odpipetovano 10 ul roztoku a pfidano k 1980 ul pufru
(0,05 mol.I" K-P, pH = 7,5) a 10 pl substratu (35,1 mmol.I" v ethanolu). Zavislost
aktivity imobilizované lipasy z C. rugosa na teploté byla stanovena za stejnych
podminek, ale misto 10 pl roztoku lipasy (1 mg.mI™") v pufru (0,05 mol.I" K-P;, pH = 7,5)
bylo pfidano 10 pl pufru (0,05 mol.I" K-P;, pH = 7,5) a 10 mg imobilizované lipasy na
MCM. Pro porovnani aktivit volné a imobilizované lipasy byla uréena hodnota Ts, coz
je teplota, pfi které aktivita enzymu klesne pravé na polovinu zjist€né maximalni

hodnoty.
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4.3.2.2 Stanoveni zavislosti aktivity lipasy na pH

Zavislost aktivity volné lipasy z C. rugosa na pH byla porovnana pomoci roztok K-P;
pufru (0,05 mol.I'") o rdznych hodnotach pH v rozsahu jeho pufraéni kapacity (5,6; 6;
6,5; 7; 7,5; 8) a pomoci Britton-Robinsonova pufru (0,04 mol.I'") o rtiznych hodnotach
pH vrozsahu jeho pufraéni kapacity (4,10; 5,02; 6,59; 7; 7,54; 7,96; 8,95; 9,15).
Celkové mnozstvi pufru bylo 1980 pl, dale bylo pfidano 10 ul substratu (35,1 mmol.I"
v ethanolu). Reakce byla startovana 10 pl roztoku lipasy (1 mg.ml") v pufru
(0,05 mol.I" K-P;, pH = 7,5). Zavislost aktivity imobilizované lipasy z C. rugosa na pH
byla porovnana za stejnych podminek, ale misto 10 pl roztoku lipasy (1 mg.ml™)
v pufru (0,05 mol.I'" K-P;, pH = 7,5) bylo pfidano 10 pl roztoku K-P; pufru (0,05 mol.I",
pH = 5,6; 6; 6,5; 7; 7,5; 8), resp. Britton-Robinsonova pufru (0,04 mol.I", pH = 4,10;
5,02; 6,59; 7; 7,54; 7,96; 8,95; 9,15) a 10 mg imobilizované lipasy na MCM.

4.3.2.3 Funk¢ni ¢asova stabilita lipasy

Aktivita volné lipasy z C. rugosa pfi stanoveni funkéni casové stability lipasy byla
promérfovana v rliznych ¢asovych intervalech po dobu 24 hodin (po 0,33; 1; 2,5; 5; 8;
10; 24 hodinach). Vzorky byly inkubovény pfi laboratorni teploté. Do sklenéné kyvety
bylo napipetovano 1980 pl pufru (0,05 mol.I" K-P;, pH = 7,5), 10 ul inkubovaného
vzorku roztoku lipasy (1 mg.ml™) v pufru (0,05 mol.I"" K-P;, pH = 7,5). Enzymova reakce
byla zahajena pfidanim 10 pl substratu (35,1 mmol.I" v ethanolu). Funkéni asova
stabilita imobilizované lipasy z C. rugosa byla uréena za stejnych podminek, ale misto
10 ul roztoku lipasy (1 mg.ml™) v pufru (0,05 mol.I'" K-P;, pH = 7,5) bylo pfidano 10 pl
pufru (0,05 mol.I'" K-P;, pH = 7,5) a 10 mg imobilizované lipasy na MCM.

4.3.2.4 Skladovaci stabilita lipasy

Stabilita voIné lipasy z C. rugosa pfi skladovani byla ur€ena tak, Zze se proméfila jeji
aktivita v ur€itych €asovych intervalech po dobu 22 dni. Vzorky byly skladovany
v lednici pfi teploté 4 °C. Do sklenéné kyvety bylo napipetovano 1980 pl pufru
(0,05 mol.I" K-P, pH = 7,5), 10 pl uskladné&ného vzorku lipasy (1 mg.ml") v pufru
(0,05 mol.I" K-P;, pH = 7,5). Po&atek reakce byl zahajen pripipetovanim 10 pl substratu
(35,1 mmol.I"" v ethanolu). Skladovaci stabilita imobilizované lipasy z C. rugosa byla
uréena za stejnych podminek, ale misto 10 pl roztoku lipasy (1 mg.ml") v pufru
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(0,05 mol.I" K-P,, pH = 7,5) bylo pfidano 10 ul pufru (0,05 mol.I" K-P,, pH = 7,5)
a 10 mg imobilizované lipasy na MCM.

4.3.2.5 Operacni stabilita imobilizované lipasy

Pro zjisténi operacni stability (opakované pouziti) imobilizované lipasy z C. rugosa byl
pouzit jeden vzorek MCM s imobilizovanou lipasou, u kterého se méfila aktivita lipasy
v jednotlivych cyklech méfeni. Prvni méfeni bylo uréeno jako 100 %. Do kyvety s MCM
s imobilizovanou lipasou bylo pfipipetovano 1990 pl pufru (0,05 mol.I'" K-P;, pH = 7,5)
a enzymova reakce byla startovana 10 pl substratu (35,1 mmol.I" v ethanolu). Aktivita
byla stanovovana v 8 cyklech méfeni, kdy mezi jednotlivymi cykly byly magnetické
mikroCastice separovany (magnetem), dale nezreagovany substrat a produkt byly
odpipetovan a mikrogastice byly promyty estkrat pufrem (0,05 mol.I" K-P;, pH = 7,5).
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6 Seznam pouzitych zkratek
ABS alkylbenzensulfonat

AGE-EDMA allyl(glycidyl)ether ethylenglykol dimethakrylat

APTES 3-aminopropyltriethoxysilan
CM karboxymethyl

DEAE diethylaminoethyl

GC plynova chromatografie

GMA-MMA  glycidylmethakrylat methylmethakrylat

MCM magnetické celulosové mikroCastice Perloza MG 200
MK mastné kyseliny

PAD polyakrylamid

PAN polyakrylonitril

PS polysulfon

PUFA polynenasycené mastné kyseliny

PVA polyvinylalkohol

TAG triacylglycerol

TEAE triethylaminoethyl
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