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1. CILE PRACE

7 vz

Teoretickacast
= Provést literarni reSerSi na témaamylasy (struktura a vlastnosti, aktivatory a
inhibitory, metody stanoveni aktivity, pouziti wvipmyslu) a jejich chemicka
modifikace.
= Dale provést literarni reSerSi o magnetickych mikep nandasticich (piprava,

povrchova Uprava, pouZziti v praxi) a imobiliméch technikdch biomolekul.

Experimentalni¢ast
= Imobilizace o-amylas (vepovy pankreas,B. subtilig na magnetické mikro- a
nana@astice.
= Charakterizace imobilizovanych-amylas na magnetickych mikro- a naasticich,
srovnani s volnymia-amylasami (stanoveni specifické aktivity, opeia teplotni
stability a stability pi skladovani).
= Chemick& modifikace-amylas a jejich nasledné charakterizace (stanavetgkulové

hmotnosti, specifické aktivity a teplotni stabi)ity



2. UvoD

a-Amylasy (EC 3.2.1.1.) p#tmezi hydrolytické enzymy, které katalyzug@eni 1,4e-
D-glykosidické vazby uvnit polysacharidovéhdettzce amylosy, amylopektinu i glykogenu.
Uvedené glykosidasy jsou péme rozsftené, vyskytuji se u safrdjako slinna a pankreaticka
a-amylasa), mikroorganisina Vv semenech rostlir-Amylasy produkované bakteriendi
plisrgmi nasly své uplatmi v rtiznych oblastech fgmyslu jako nap textilnim a papirenském
pramyslu, v potravingstvi (pekdstvi, vyroba glukosovych a fruktosovych sitjpdale jsou
souwsasti biodetergefita pracich prask

JelikoZ jsoua-amylasy pouzivané vfmyslu ¢asto vystaveny extrémnim podminkam
(zvySena teplota a tlak, vysoké nebo nizké hodpbtyoxidani ¢inidla, proteasy), je vyhodné
tyto enzymy stabilizovat chemickou modifikagi imobilizaci. Chemickou modifikaci Ize
provést nap s pouzitim sachand které se vazi na aminoskupiny v proteinu. NejgeveSak
nutno sacharid aktivovat, a to sa@$tji metodou jodistanovou (oxidai S&peni). Takto vzniklé
konjugaty ¢asto vykazuji zvySenou stabilituidi tepelné denaturaci. Ukotveni, neboli
imobilizace, enzyra na pevné no&e s sebou ifindSifadu vyhod. Nejen Ze se enzym stava

Vs

odstranit z reakni sn¥si. Pokud je biokatalyzator imobilizovan na magriedi noste, neni
nutna vysokorychlostni centrifugace, néhgistice je mozné separovat za pouzitéj$imo
magnetického pole.

V porovnani s objemovymi nasimaji magnetické partikule, mikro- (1 — 1@@n) a
nandastice (0,1 — 100 nm), velky fuélki povrch, na ktery je moZné imobilizovaizné
biologické molekuly. Magnetické partikule jsou oklg/ piipravovany synteticky, ale mohou
byt izolovany i z magnetotaktickych bakterii. Paute jsou tvéeny magnetickym jadrem, pro
jehoz gipravu se neépsgji voli oxidy Zeleza, a funkcionalizai skupkou. Ta magneticky
material stabilizuje a umaéaje zavedeni funinich skupin na jeho povrch. Na vhaédipraveny
povrch magnetické mikro<i nandastice Ize imobilizovat cilovou molekulu. Zakladni
pozadavky, které jsou kladeny n#stice pouzivané v medi&injsou biokompatibilita,
biodegradabilita a netoxicita. Pokud jsou gesueny pro pémyslové aplikace, nedty by

ohrozovat zivotni progtdi a jejich piprava musi byt jednoducha a levna.
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3. TEORETICKA CAST

3. 1. Klasifikace amylas

Amylasy se fadi mezi hydrolytické enzymy, jez Kkatalyzujiéggni 1,4e-D-
glykosidickych vazeb &tvené (amylopektin) i netvené (amylosa) formy Skrobu, glykogenu a
jinych polysacharid obsahujicich tuto vazbu. V podstéte amylasy rozdit do t¥i zakladnich
skupin, kde fislusné enzymy atakuji glykosidické vazby na twglch mistechfettzce a tim

davaji vzniku tiznym produkim.

3. 1. 1L.a-Amylasy

a-Amylasa (1,4a-D-glukan-glukanohydrolasa; EC 3.2.1.1.) katalyZ#peni 1,4a-D-
glykosidické vazby uvnitpolysacharidovéhoetzce, ktery obsahujgita vice &chto spojeni.
Prestoze je pisobenia-amylasy v rdmcirettzce nahodné, skteré prace navrhuji &ty vzor
Sttpeni, ktery se liSi podle toho, z jakého zdrajamylasa pochazi. Tato endoamylasa je
schopna obejitatveni s vazbou 1,6- Hydrolytickym pisobeninu-amylasy na amylosu vznika
glukosa a maltosa s hydroxylovymi skupinami nau@liku v konfiguracih. Substratem mohou
byt i vétvené polysacharidy amylopektin a glykogen. | vtoqm¥ipadt dochazi k hydrolyze 1,4-
a-D-glykosidickych vazeb, zatimco vazby Iy§sou zachovany. Vyslednym produktem jsou
vétvené a nestvenéa-dextriny (Obr.1). V pimyslové hydrolyze Skrobu se vyuZivaji dva druhy
a-amylas. Zkapalijici a-amylasa &pi fet€zce obsahujici vice jak 15 glukosovych jednotek,

zcukrujicia-amylasa hydrolyzuje tetramery glukosy.

ccccccccccccccccccccccc

HHHHHHHH

Obr.1 Stpeni Skrobu-amylasou (upraveno dle Goesagral, 2009).
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U ¢loveéka a zviat napomahé-amylasa traveni potravy obsahujici Skrob. Vysle/ag
piedevSim ve slinach a slinivceidni. Rostlinnas-amylasa mé iezitou funkci @i kliceni
semen. a-Amylasy produkované bakteriemiB4cillus licheniformis, Bacillus subtilis i
plisrémi (Aspergillus oryzae, Aspergillus nigemasly své uplatmi v biotechnologii (Wong,
1995; James & Lee, 1997).

3. 1. 2.p-Amylasy

B-Amylasa (1,4e-D-glukan-maltohydrolasa; EC 3.2.1.2.) je exogli#lasa, ktera
postup® odSEpuje maltosové jednotky z neredukujiciho konce mesniho fetézce.
Produktem &peni amylosy je maltosa s hemiacetalovymi hydroxykonformacip. Na rozdil
od a-amylasy, B-amylasa neni schopna obeji¢tweni 1,6e, a proto se wthto mistech
degradace polymeru zastavi. Hydrolyzou amylopekiinglykogenu vznikaji tzv. limitni
dextriny, které jsou aft p-anomery (Obr.2).

Rostlinna p-amylasa je syntetizovanaipkliceni semen a takéélhem zrani ovoce.
Uvedena exoamylasa je produkovargktarymi mikroorganismy, u nichZ zafigie degradaci
extracelularnich Skrab(Wong, 1995; James & Lee, 1997).

ccccccccccccccccccccccccc

uuuuuuuuuuuuuuuuuuuu

HHHHHHHHHH

Obr.2 Stpeni SkrobB-amylasou (upraveno dle Goesagsral, 2009).

3. 1. 3.y-Amylasy

v-Amylasa (1,4e-D-glukan-glukohydrolasa; EC 3.2.1.3.), téZ nazyatukoamylasa,
Spi nejen glykosidické vazby 1gd- ale s menSi rychlosti i vazby 1g6-Jedna se o
exoamylasu, ktera od§tuje glukosové jednotky z neredukujiciho konceasarharid. Vznika

tak glukosa s konfomag@i maltosa a limitni dextriny (Obr.3).
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U ¢loveéka se glukoamylasa vyskytuje v jatrech a hrajeedtou roli v metabolismu
glykogenu. U rostlin se nachazi glukoamylasa pougemenech (Wong, 1995; James & Lee,
1997).

cccccccccccccccccccccccccccccc
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Obr.3 Stpeni Skrobu glukoamylasou (upraveno dle Goesaett, 2009).

3. 2. Struktura a vlastnostia-amylas

a-Amylasy pochazejici zienych zdroj (mikroorganismy, rostliny a Ziwichové) jsou
vysoce odlisné v jejich primarni sekvenci aminoliyses homologii pouze 10% (Brayet al.,
1995). Molekulova hmostnostamylas se pohybuje od 10 kDa (Grootegeedl, 1973) do
210 kDa (Ratanakhanokchet al, 1992), ale rize byt navySenaiznym obsahem sachaiid
Mikrobialni enzymy jsou vSak glykosylovany jefidka, vyjimku tvdi nag. amylasa Bacillus
subtilis (Matsuzaki et al, 1974) Aspergillus oryzae(Eriksen et al, 1998), Bacillus
stearothermophilus(Srivastava, 1984). U saW¥cobsahuje polypeptidovytetizec rekolik
disulfidovych mistki, jeZ u bakterii nebyly prokazéany.

PrestoZze jsou bakterialnia-amylasy evoltiné vzdalené od eukaryotnich,
rentgenostrukturni analyza prokazala, Ze se vSetjtnyamylolytické enzymy skladaji zé& t
strukturnich domén A, B a C (Obr.4). Doména A jeréna osmivlaknovynp-barelem a
obsahujeif dilezité aminokyseliny Aspl176, Glu208 a Asp26&iovani dleB. subtilig, jez se
Ucastni vlastni katalytické reakce. Doména B, vysficgpa domény A, se sklad&qvazri z f-
struktur a gkolika malo helixi. Doména C se sklada z antiparalelrfiellaken a vytvéi motiv
feckého kite. Resna funkce domény C je prozatim neznama, av&sdppklada se, Ze hraje
urcitou roli ve stabilizaci domény A (Fujimotet al, 1998).

Veskeré znamé-amylasy jsou metaloenzymy obsahujici nejinjen peva vazany
vapenaty ion. Vazebné misto se nachazi v dénBéa je tvdeno aminokyselinovymi zbytky
Asnl01, Thrl37, Aspl46 a His18B.(subtilig. Vapenaté ionty nehrajitimou roli v katalyze,

ale jsou dlezité @i utvéeni spravné konformace aktivniho mista enzymu, thekenl101
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interaguje s katalytickym Aspl176 (Fujimagbal, 1998). Nkolik mélo a-amylas také obsahuje
ve své struktie ion chloridovy, jenz je nezbytny pro jejich funkéktivace chloridovymi ionty
je typicka pro ziveisSnou slinnou a pankreatickedamylasu (Brayeet al.,1995; Ramasubbet
al., 1996) a amylasu Bacillus licheniformis(Machiuset al., 1995) zatimco ostatni jsou na

téchto aniontech nezavislé.

Obr.4 Strukturao-amylasy izolované B. subtilis kde doména A je zobrazena z&ledoména
B fialové a doména C mdd, vapenaté ionty jsou zobrazefgyveré a maltopentaosa Zkt
(Nielsen & Borchert, 2000).

a-Amylasy jsou jsou aktivni v Sirokém rozmezi tepljich teplotni optimum je
zavislé na tom, ze kterého zdroje pochazi. Nejriggiotni optimum bylo popsano u brouka

v v s

Zabrotes subfasciatusto 20°C (Pelegriniet al, 2006), nejvy3si u bakterigyrococcus furiosus

a to 100°C (Ladermaret al, 1993). Co se tie teplotni stability, rostlinné a Zitisné amylasy
vykazuji niz8i termostabilitu nez-li extracelularehzymy mikroorganisin Existuje rada
faktoni, které termostabilitu ovliwiji. Jednak to je samotna struktura amylas, dale pa
piitomnost vapenatych ioint substratu a jinych stabilizator Pro &tSinu a-amylas se pH
optimum nachézi mezi 6 a 8, aviak jsou znammamylasy, které jsou vice aktivni ve velmi

kyselé - pH 3 (Schwermarat al, 1994) nebo alkalické - pH 11-12 (Kiet al, 1995) oblasti.

3. 3. Aktivatory a inhibitory a-amylas
Aktivita a-amylas je ovliiovana nefebernym mnozstvim latek,t auz pivodu
anorganickéhai organického. Jako aktivatory jsou o#Zowany latky, které zvySuji rychlost

katalyzované reakce. Naopak inhibitory jsou lafky,aktivitu enzymu sniZuiji.
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Mezi aktivatoryo-amylas pat predevsim ionty vapniku. Ze struktury enzymu je lze
odstranit dialyzou proti EDTA a elektrodialyzou, otiédzi vSak ke ztr&taktivity. Amylasy
postradajici vapenaty ion mohou ki#sténé reaktivovany pidavkem iont ze skupiny kout
alkalickych zemin jako nap SF*, Mg** a B&" (Oikawa 1959). Pro Ziveisné amylasy je
vyznamny ion chloridovy, jez alosterickym efekteryauje jejich aktivitu (Levitzki & Steer,
1974).

V negativnim smyslu ovliwji aktivitu a-amylas anorganické ionty, hlavnionty
tézkych kowi, nizkomolekularni (mono- a oligosacharidy) a vymoblekularni (peptidy a
proteiny) organické latky. Inhibini vlastnosti nizkomolekularnich skanin (akarbosa,
isoakarbosa, kys. ibiSkova a jeji methylester dd)ivje dana jejich cyklickou strukturou, jez je
obdobna jako uifrozenych substrata-amylas. Uvedené oligosacharidové inhibitory seyted
mohou relative pevré vazat do aktivniho mista enzymu (Keeh al, 1999; Hansawasdit al,
2000).

Proteinové inhibitoryr-amylas byly nalezeny u rostlin @&kterych mikroorganisiin U
rostlin jsou proteinové inhibitoryifiomny v lus&nindch — fazole (Marshall & Lauda, 1975; Ho
& Whitaker, 1993), vigna (Mel@t al, 1999) ale také v obilovinach — pSenice (Fraatal,
2000), j€men (Weselakeet al, 1983; Abeet al, 1993), zito (luleket al, 2000), ryze
(Yamagateet al, 1998). Enzymové inhibitory jsou obvykle m@iné vi¢i endogennimu- a p-
amylasam, zatoierg silné inhibuji a-amylasy savt, hmyzu a bakterii. Proto séegpoklada,
Ze se v rostlinach tyto proteiny vyvinuly jakocily zpisob obrany proti {isobeni hmyzu a
dalSich Skdch (Schileret al, 1998). Inhibitory bilkovinného charakteru jsouodnymi
kandidaty pro transgenozi rostlin, které by nastediykazovaly vySSi rezistenci uwi
herbivornimu hmyzu (Jouaniet al, 1998; Mortonet al, 2000). Nedavno se do pmlomi
dostaly amylasové inhibitory jako tzv. blokatorydibu, jeZ jsou saiésti dopihki uréenych ke
shizovani nadvahy. Proteinovy extrakt z fazoli @&mdamin ®, CarbPhase ®) omezuje anebo
zpomaluje enzymové &ieni Skrofi vtenkém gsew clovéka, snizuje se tedy biologicka
dostupnost glukosy a dochazi k redukci postprandiiyperglykemie. Skrobové blokatory
mohou mit vyznamnou Ulohutfipdiagnostice a ¢ onemocsni diabetes mellitugypu 2 a
obezity (Lankisclet al, 1998; Yoshikawat al, 1999).

3. 4. Stanoveni aktivitya-amylas
Doposud bylo v literatie popsano velké mnoZzstvi metod, jez slouzi ke strio
aktivity a-amylas. Jako substrat je obvykle pouzivan rozgustrmodifikovany Skrob, pap

umelé substraty. Metody byvaji zaloZzeny na sledovanimytku substratu (metody
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amyloklastické), stanoveni mnoZstvi vznikajicictiuleujicich sacharid(metody sacharogenni)

¢i degradaci substr@znatenych chromogenem (metody chromogenni).

3. 4. 1. Metody amyloklastické

Amyloklastické metody jsou zaloZeny na sledovanytkip substratu v redki snesi
v disledku jeho enzymovéhosgeni.

Pokles koncentrace substratu Ize monitorovatemim viskozity, turbidimetrickyi
nefelometricky, avSak nejvice pouzivanymi jsou rdgtjodometrické. Zedény roztok jodu
tvoti se Skrobovymi molekulami tm&vmodry komplex. V dsledku hydrolyzy Skrobového
substratu dochazi ke sniZzené twotbhoto komplexu a barevnd &ma utuje miru jeho
rozSepeni. Modré zbarveni zdapritomnostiettzci s vice jak 30 glukosovymi jednotkami,
fetézce 8 - 12 glukosovych jednotek davagrvené zbarveni #ettzce 4 - 6 glukosovych
jednotek neposkytuji zadné zbarveni (Swanson, 19BBjcovni roztoky jodu mohou mit
koncentraceirzné, v rozsahu od @mol.I'* (Thomaset. al, 1980) do 0,25 molll (Gonzélez:t.
al., 2002). Obdob#i vinova délka, fi které se prowiuje zbarveni jod-Skrobového roztoku,
neni vzdy stejna a obvykle se pohybuje v rozmeA5inm (Gonzaleet al, 2002) do 700 nm
(Fuwa, 1954).

3. 4. 2. Metody sacharogenni

Sacharogenni metody &t koncentraci redukujicich sacharidglukosy a maltosy),
které vznikaji pi hydrolyze Skrobu v fitomnosti amylasy.

Redukujici sacharidy reaguji s alkalickymi roztokznych ¢inidel — ferrikyanidem
(Fingerhutet al, 1965; Bender & Sukatsch, 1984), pikratem (Metral, 1933), ndd’natymi
ionty (Somogyi, 1938; Nelson, 1944), 3,5-dinitrésgabvou kyselinou (Bernfeld, 1955) — za
vzniku barevného produktu, jenz je naskegmomsien spektrofotometricky. iP pouziti kys.
3,5-dinitrosalicylové (DNSA) dochazi k jeji redukta 3-amino-5-salicylovou, ktera absorbuje
pii 540 nm. Aldehydova skupina sacharidu je naopaklawéna na skupinu karboxylovou.
Hlavnim nedostatkem jgaste&né rozloZeni glukosy sloZzkami DNSA reagentu a goswztrata
¢ervenohidého zabarveni. Tyto nedostatky byly odstrgnmodifikaci metody (Miller, 1959)

a v této podobse uziva dodnes.

3. 4. 3. Metody chromogenni

Metody chromogenni vyuZivaji rozhiych substrdit, které jsou zngeny chromogenem.
Pri Stépeni takového substratu vznika barevny produkpjetoncentrace je (dma amylasové
aktivite.
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Mezi chromogenni substraty Ize zahrnout amylope&tiamylosu obsahujici ve své
molekule kovalent® vazana modra barviva — Remazol Brilliant Blue Regkaet. al., 1969),
Cibacron Blue F3 G-A (Dhawalet. al, 1982) . B pouziti €chto barvenych Skrdbje nutna
centrifugacei filtrace za @elem odstragni zbytkového substratu (Rinderkneehil, 1967).

V souwasné dob se nejvice pouzivaji derivaty oligosacharidkde na jednom konci
fetzce je vazany 4-nitrofenol a neredukujici konetZenbyt volnyé&i blokovany utitou
skupinou (4,6-ethyliden, 3-ketobutyliden, silyl, nagliden). Navazané blokujici skupiny
zabraiuji degradaci substratu-glukosidasou, jeZ slouzi jako pomocny enzykh gtanoveni
aktivity. Jednd se o syntetické substraty odvozedémaltosy - ne€jpsgji maltotetraosid,
maltopentaosid, maltohexaosid, maltoheptaosid. #lytickym pisobenim a-amylasy na
chromogenni substrat, 4,6-ethylidemitrofenyl-D-maltoheptaosid (EPS), vznikaji kratSi
oligosacharidy s vazanynp-nitrofenolem. Nasledh jsou tyto oligosacharidy &eny a-
glukosidasou. Reakci vznikaji volné oligosachariglukosa a 4-nitrofenol absorbujicii @05
nm (Obr.5); (Dupuet al, 1987; Lorentz, 2000).

CHzOH CHzOH

e P -, =,
-

bezhary

l g-amylasa

CHOH CHzOH

HzOH
HaC—HEC 0, Lﬂ 0 0,
L) ey
Q ul OH HO 0 il MOz
m n aH \ /

termostabilni
g-glukosidasa

B \D
’J

HzOH

H n O, H + -

e HO \ Nz
HO 0H

H  OH Zluty

Obr.5 Stpeni unslého substratu EP&amylasou.

Chromofor niize byt uvohovan gimo a-amylasou, kdy neni zagebi Zadnych
pomocnych enzyin  Sg&penim  2-chlorgs-nitrofenyl-maltotriosidu  vznika 2-chlorp-
nitrofenyl-a-D-maltosid, maltotriosa, glukosa a volny 2-chlgroitrofenol, jehoZz absorbance
se n¥i pii 405 nm (Gellaet al, 1997; Lorentz, 1999). Metody zaloZzené na syrkétit
substratu jsou velmi jednoduchéepné a spolehlivé, ale také pong drahé.
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3. 4. 4. Metody s biosenzorem

Metody vyuZivajici ke stanoveni aktivity-amylas biosensor velmiasto vychazi
Zz metod sacharogennich. Hydrolytickyrispbenim amylasy na 3krob vznik4 maltosa, ktera je
nasled® stanovena pomoci biosenzoru. K tomutela byl zkonstruovan biosenzor zaloZzeny
na Clarko¢ kyslikové elektrod, kterA byla pokryta membranou &-glukosidasou a
glukosaoxidasou (Filipiaket al, 1996). V lidském séru byla aktivita-amylas stanovena
pomoci oligosachariddehydrogenasové grafitové wddigt jeZz obsahuje benzochinon
(Kinoshitaet al, 1992). Kontinualni stanoveni aktivity slinaéamylasy umoiuje piitokovy
biosenzor s jedkolonou, kde je imobilizovana-glukosidasa, a peroxidovou elektrodou
s glukosaoxidasou (Yamagucleit al, 2003). Dale byl fipraven mikroanalyticky senzor
obsahujici pedkolonu s maltosafosforylasou, membrana prac@ektrody byla pokryta
glukosaoxidasou a peroxidasou (Yamaguehial, 2005). Spoléné¢ s a-glukosidasou a
glukosaoxidasou byla na enzymovou membranu imabiima i mutarotasa, coz umoznilo
zkraceni reakniho ¢asu (Zajoncovét al, 2004). Pomoci grafitové elektrody modifikované
ferocenem, ktery slouzi jako mediatdeposu elektroin I1ze pongrné rychle a citliv stanovit

aktivitu slinnéa-amylasy (Zotet al, 2008) .

3. 5. PouZitie-amylas v pnimyslu

Pred vice nez sto letyfipravil Dr. J. Takamine prvni enzym pro kor&eir (¢ely. Timto
enzymem bylao-amylasa produkovanA. oryzaea na trhu se objevila pod ndzvem Taka-
Diastasa. Enzymovy koncentrat byken k |&bé zaZivacich potiZzi spojenych s neschopnosti
Stepit Skrob (Bennet, 2001)x-Amylasy jsou i dnes hognpouzivany wadé praimyslovych
odwtvi jako nap. v potravindstvi, textiinim a papirenskémupnyslu, k hydrolyze Skrobdi
vyrok¢ detergent. Je dileZité podotknout, Ze lidé pracujictisamylasami jsou do ziaé miry
ohroZeni rizikem vzniku astmatu wsledku neustalého vdechovani tohoto alergenu. bkejvi
pripadi profesniho astmatu bylo zaznamenano meziipékéapp, 2001; Blanco Carmoret
al., 1991).

3. 5. 1. Pamyslova vyroba glukosy a fruktosy

Pramyslova produkce glukosovych siupa vysoce jakostnich sirtz fruktosy (high
fructose syrup = HFS) je zaloZena na hydrolyze kidkého, pSekného nebo bramborového
Skrobu. Sladidla na bazi Skrobu Ize nalézt v mnpbtaavinach, zejména pak &ch, jenZ jsou
vyrakény v USA. Sirup s vysokym obsahem fruktézy je hiawtoZkou kolovych napdj
(Ramachandraat al, 2004). Zpoéatku byl Skrob &pen gisobenim vhodné kyseliny na vodnou

suspenzi za zvySené teploty. Nevyhodou této mgmagak energeticka naneost a vznik celé
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fady vedlejSich produit které musi byt odstrany. Kyseld hydrolyza vSak byla postépn
nahrazena metodou enzymovou, kde nevznika tak veh@zstvi vedlejSich produkia mize
probihat za mirgSich podminek (Aiyer, 2005).

Enzymova konverze Skrobu zahrnuje dva hlavni krakyo ztekuceni (likvefakce) a
zcukeni (sacharifikace); (Obr.6). V prvnim kroku, te@yi zkapahovani Skrobu, vznikaji
rozpustrjSi vétvené i ne¥tvené maltodextriny. JelikoZ jsou teploty, kdy dazhk cast&éné
hydrolyze Skrobu po#mé vysoké, je nutné k tomutoéélu pouZit termostabilné-amylasy
(Bacillus stearothermophilus, Bacillus licheniforini&/ procesu sacharifikace s&gpbenim
glukoamylasy Aspergullus.nigér S€pi a-dextriny vzniklé v pedeSlém kroku. Krogh dané
exoamylasy, jez hydrolyzuje glykosidické vazby i&,4 pomalu vazby 1,6; se uplatuje i
pullulanasa $pici wtveni 1,6e. Produktem je glukosovy sirup s obsahem glukosgim nez
95%. Poslednim krokemtipzpracovani Skrobu je isomerace vysokoobsahovdiimgového
sirupu na sladsi sirup fruktosovy. V kontinualnimogesu se ke konverzi glukosy pouziva
imobilizovana glukosaisomerasa (Crabb & Mitchinsb®97; Crabb & Shetty, 1999).

Skrob

termostabilni a-amylasa
B.stoarotharmophilus
B.licheniformis

ztekuceni §krobu

Maltodexdtriny
{vétvené i linearni)

glukoamylasa
A.niger

zcukieni krobu

pullulanasa
Glukosovy sirup
glukosaisomerasa/ \ krystalizace
Fruktosovy sirup Glukosa

Obr.6 Rozlicné enzymy vyuZivanérippraimyslovém zpracovani Skrobu (upraveno dle van der
Maarelet al, 2002).

3. 5. 2. Pekiésky pramysl

a-Amylasy se firozere vyskytuji v pSeniné mouce, av3ak jejich aktivita nerilig
vysoka. Proto se do moukydn pridavaji mikrobidlnia-amylasy, které zatwji dostaténé
mnozstvi dextrifi. Ty jsou nasledh fermentovany kvasinkami na alkohol a oxid ity
dochazi ke kynuti kvasku.iidavkem exogennti-amylasy Ize tedy docilit rychlejSiho a
kvalitnéjSiho kynuti. Diky vznikajicim sachatfith ziskava chléb i lepsi ctita barvu krky
(Goesaertet al, 2005; Goesaeret al, 2009). Amylasy uzivané v peistvi maji mvod

mikrobidlni (plisi&, baktérie), pop mohou pochazet zgmene (Cauvain & Young, 2007).
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Jak jiz bylo zmigno, a-amylasy byly fivodreé pridavany k mouce zivodu zvySeni
rozkladu Skrobu na zkvasitelné sacharidy. V liteiatbyla dale popsana schopnost amylas
prodluzovatéerstvost p&va a oddalovat okoravaniaky (Lagrainet al, 2008). Nicmeé# i
nepatrny nadbytek enzymu tde zmisobit lepkavost &sta (vznik nadrérného mnozstvi
dextrini). Tento nedostatekiiie vyfesit termostabilni (intermediate temperature stdbi®) a-
amylasa, jeZ je aktivni po gelo¥at Skrobu a inaktivuje sefegd dokogenim peéeni (Hebedat
al., 1991).

3. 5. 3. Textilni a papirensky paimysl

Pi vyrobe textilii jsou @irodni vidkna do zrmé miry mechanicky naméhana, a proto
jsou pokryvana Skrobovou vrstvou (Slichta). Ta matepewuje a chrani fed poSkozenim. Po
dokorteni tkani je nutné Slichtu odstranit, nébday nedochézelo ke spravnému barveni nebo
béleni hotového produktu. Nasledna eliminace SkrobdSlicttovani) mize byt provedena
pomoci horké pary vifftomnosti NaOH, pap oxidanty. Jelikoz chemikalie mohou textilii
po3kodit, upednostiuje se pouZiti amylas, jeZz jsoui& vidknim 3etrjSi. a-Amylasy
selektivie S&pi Skrob na dextriny, které jsou rozpustné ve &v@ad mohou byt vymyty
(Hendrikseret al, 1999).

V papirenském @myslu se amylasy uZivaji k Upkavskrobového pojiva. Papir je
obdobr jako textilie pokryvan ochranou vrstvou, ktergpejeiradu jeho fyzikalnich viastnosti
— pevnost, tuhost, gumovatelnost. Viskozit&rqainiho Skrobu je aleiis vysokd a musi byt

¢asto regulovana préaypomocia-amylas (Bruinenbergt al, 1996; Aroraet al, 2004).

3. 5. 4. Biodetergenty a praci prasky

Nedilnou soutasti modernich pracich prdSka detergerit jsou enzymy - proteasy,
amylasy a lipasyu-Amylasy jsou pidavany do pracich praskiz od roku 1975 a v dnedni dob
je obsaZena v té90 % vSech tekutych detergériKottwitz et al, 1994).

V detergentech se nachazeji i velmi agresivticb prostedky, které maji oxidativni
Gcinky na WtSinu aminokyselin enzyin Stabilitu amylas 1ze dosahnout zrau aminokyselin
citlivych viagi oxidaci za jiné — w-amylasy zZBacillus licheniformisbyl nahrazen Met197 za
Leu. Mutantnia-amylasa je stabiljSi jednak Bhem skladovanéisticiho prostedku, ale také
pii vlastnim myti (Bisgaard-Frantzen al,, 1995).

Fosfaty, citratéi zeolity slouzi jako zrék¢ovadla vody, komplexuji dvojmocné kovy
Mg?* a C&". V prostedi s nizkou koncentraci €donti dochazi k destabilizaci-amylasy a
tim ke sniZenf aktivity. Uvedeny problém by mohydgiesit nalezeni amylas, jeZ by byly na?Ca

iontech nezavislé (Nonala al, 2003).
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3. 6. Chemické& modifikacen-amylas

a-Amylasy pouzivané v gmyslu jsoucasto vystaveny extrémnim podminkam jako
jsou nap. zvySend teplota a tlak, vysoké naopak nizké hodnoty pH, oxidd cinidla,
detergenty a proteasy (Nielsen & Borchert, 2000praki se vyuZivajiit hlavni techniky
vedouci ke stabilizacia-amylas. Cilend mutageneze unigig produkovat proteiny
s pozngnénou sekvenci aminokyselin, které mohou vykazovadSiystabilitu vici teplog
(Matthewset al, 1987; Igarashét al, 1998) nebo pH (Fang & Ford, 1998; Shetnal, 1999).
Na proteinové arovni Ize docilit lepSich vlastnostizymu pomoci chemické modifikace a
imobilizace (viz. dale, kapitola 3. 7.).

Sloweniny na bézi sachafd jsou ¢asto pouzivanymi modifikamimi cinidly
biokatalyzatoii. Vychazi se zimdpokladu, Ze cukerné zbytkyinpzerg se vyskytujicich
glykoproteira maji vliv na jejich zvySenou stabilitutdi proteolyze, teplat a chemickym
denaturanim ¢inidlam (Schmid, 1979). Vnesenim sacharidu do molekuyyew je umozZéna
tvorba novych inter- a intramolekularnich vazeb rilg@dez-Lafuenteet al, 1995). Fi
derivatizacia-amylasy karboxymethylcelulosoudigpivaji ke stabilizaci také elektrostatické a
vodikové interakce, jez existuji mezi polysacharnda enzymem (Villalongat al, 1999).
Sacharidovéetizky navic zvySuji rozpustnost daného glykoprateie vod. Obdobr jako u
imobilizovanych enzyrin dochazi modifikaci ke z&éné kinetickych paramelr, v rekterych
ptipadech i ke snizeni katalytické aktivity (Srivastal991).

Modifikace reaktivnich skupin proteinu ue byt provasna nizkomolekularnimi
monosacharidy (ribosa, glukosa, fruktosa, manakdg pak redukujicimi disacharidy (maltosa,
laktosa), ale i polysacharidy (celulosa, Skrob,tdex dextriny a jejich derivaty). Obeciee
fici, Zze pra¢ polysacharidy jsou dingjSimi stabilizatory neZ-li mono- nebo disacharidy.
Polyhydroxyly obsaZené v jejich strukéu umouji multikovalentni pipojeni k proteinové
molekule,¢imz se zvySuje rigidita a hydratace enzymu (Verdtag Sundaram, 1998).

V prvnim kroku modifikacea-amylasy polysachariderfi-cyklodextrinem musi byt
dana cukernd slozka aktivovana,dasgji pomoci jodistanu sodného, ktery slouzi jako exid
¢inidlo. Dochézi tak k roz&peni vazeb mezi uhliky C2 a C3 a vzniku aldehydbvgkupin
namisto 2-3 diolového uskupeni (Obr.7a). Vznikijyptiiehyd je navazan na N-koncovou
aminoskupinu as-aminoskupinou lysinu, kdy vznikaji nestabilni Sthwy baze. Redukci
Schiffovy baze pomoci kyanoborohydridu sodnéhodaeilit stabilizace konjugatu enzym —
polysacharid (Obr.7b). Reduktivni alkylaciamylasy Bacillus licheniformi} se snizil pdet
volnych aminoskupin z 8 na 3,5 /mol enzymu, akdivitnila 75% vzhledem k nativhimu
enzymu a poléas Zivota se zvySil z 4.7 minut na 7.0 mindt teplo€ 80 °C (Morand &
Biellmann, 1991).

Kromé modifikatnich ¢inidel na bazi sachandbyly dale pouZzityp-nitrofenylacetat

(Urabe et al, 1973), estery odvozené od N-hydroxysukcinimidu-hydroxybenzotriazolu
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(Hora, 1973)p-glukonos-lakton (Jan&ek et al, 1992), anhydrid kys. citrakonové (Khajeh
al., 2001), dimethylsuberimidat, dimethylpimelimidaigster N-hydroxysukcinimidu a
ethylenglykolu, ester N-hydroxysukcinimidu a kysberové (Habibet al, 2006).
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CH,0H CH50OH
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it NalO, N /
O “to— — -0 CHO  OHC —0—
OH . ”
Glukosova jednotka Reaktivni aldehydové skupiry

Proyklodexdring
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O0— CHO  OHC o —> 0— cH OHC ~f-0— —* —0— CH;  OHC 10—
7 N 7 N 7
Reaktivnl aldehwdové skupiry |
E [
Schiffova baze Konjugat enzym - B-oyklodextrin
(aldimin)

Obr.7 Modifikace a-amylasy pB-cyklodextrinem.a) Oxidatni Sgpeni pB-cyklodextrinu na

prislusny polyaldehydy) Vlastni modifikace enzymu aktivovanyprcyklodextrinem

3. 7. Imobilizace enzyni

Aplikace imobilizovanych enzytnv potravindském, farmaceutickém a chemickém
primyslu v poslednich letech vyrazuzrostla. Termin imobilizované enzymy byl definawda
prvni Konferenci enzymového inZenyrstvi v roce 193buzi k ozné&ni enzyn fyzikaln¢
omezenych nebo lokalizovanych v¢iteé definované oblasti s retenci jejich katalytickhy
aktivit, a které mohou byt pouzity opako¥aa kontinualg (Katchalski-Katzir & Kraemer,
2000).

V porovnani s nativnimi analogy poskytuji ukotvesr&zymy utité vyhody. Celkové
financni néklady procesu jsou nizSi, né&bonobilizovany biokatalyzator fze byt pouZzit
opakova# a procesy lze provétkontinualré (Liu et al, 2005). Nelze opomenout ani snadnou
izolaci a purifikaci produktu, kdy koday produkt neni zr@sStén enzymem. Ve &tSirg pripadi
jsou imobilizaci piznivé ovlivnény vlastnosti enzymu jako je termostabilita, sigdil/ SirSim
spektru hodnot pH a stabilitdi gkladovani (Hongpt al, 2007).

PrestoZe s sebou imobilizacé&masi spoustu vyhod, je nutné zvazitéktera negativa,
jenz jsou sd&mito technikami spojena. iP imobilizaci obvykle dochazi kast&né ztrak

katalytické aktivity (Bryjak, 2003) a sniZzeni afinienzymu k substratu (hodndta, je vyssi);
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(Lei et al, 2007). V utitych piipadech mohou byt ndklady n@igravu ukotveného enzymu

dosti vysoké a tudiz samotna imobilizace ztracéfestivite.

3. 7. 1. Techniky imobilizace enzyrin

V literature byla popsan#gada metod, jez jsou ha@rvyuzivany k imobilizaci enzyf
Navéazani enzyfhna nerozpustné ndési se velmitasto provadi fimou adsorpcéi kovalentni
vazbou. B pouZziti bifunkénich, pop. vicefunknich ¢inidel dochazi k zesihi jednotlivych
molekul enzymu. K dalSim pouzivanym technikamfipaabudovani enzymu do struktury
vhodné polymerni matrice nebo jeho u#zmi do semipermeabilni polymerni membrany
(Obr.8).

IMOBILIZACE ENZYMU

VAZBA NA NOSIC ZACHYCENI
¥

r

[ ADSORPCE j[KDVALENT.VAZBA][ ZESITENI ][ V MATRICI J DO MEMBRANY

/ ~ J L
~ - DUTA VLAKNA OPOUZDRENI
S

/

Obr.8 Prehled technik pouzivanych k imobilizaci enzZym
(upraveno dle http://loschmidt.chemi.muni.cz/petjliee/biocat_lecturel0.pdf).

3.7.1.1. Adsorpce na povrch noss

Jednu z nejjednodusSich a ekonomicky nejvybjddch metod pedstavuje fima
sorpce enzymu na povrch nerozpustného ¢eosMolekuly proteinu mohou s nésm
interagovat pomoci iontovych, hydrofobnich, vodikdv¢i van der Waalsovych interakci, ale
interakcicasto dochazi k nezadoucimu uwmtani (desorpci) enzymu z nési (Akgol et al,
2001; de Oliveiraet al, 2000).

Oproti tomu si vSak adsorbovany biokatalyzator paélvd porsirné vysokou aktivitu,
protoZze nedochazi k chemické modifikaci jako u kewtni imobilizace. K dalSim vyhodam
pafi reversibilita, diky niz je umoZna nejen purifikaci protein ale i znovupouZiti no&i
(Mateoet al, 2000). V praxi se obvykle postupuje tak, Zze seyampida k nosti a po utité
dob® michani, pop tiepani se nadbytek roztoku obsahujici enzym odstrBoi dobu
imobilizace je dlezité zachovat uéitou hodnotu pH a iontové sily. | nepatrnéé&ny mohou

zpasobit znénu naboje biomolekuly i no& a tim ovlivnit stupe adsorpce (Kennedy, 1995).
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3. 7. 1. 2. Kovalentni imobilizace

V porovnani s ostatnimi typy imobilizace poskytujedena metoda nejs¥i vazbu
mezi enzymem a nasm, ¢imZ se snizuje riziko jeho uM@vani. Kovalentni imobilizace je
zaloZena na chemické reakci fankch skupin pislusného noge a proteinu. K ukotveni mohou

byt dale vyuzity sacharidovétizky rekterych glykoproteif (Obr.9).

{Lys, +)
NH,

(N-konec, 1) (Sacharid, +)
NH, OH

(Cys, -)HS oH
(Met, -) Sl 0 (Asp, )
\JLOH
(Ser,+) HO (Glu, +)
0
OH
HO ©
OH
(C-konec, +)
Tyr, -
(Tyr, ) éj@
N

H
(Trp. 9

Obr.9 Reaktivi funkéni skupiny proteinu, kde ++ se velmi@sto pouZzivaji, + séasto
pouzivaji, £ se filiS nepouzivaji a — se nepouZzivaji k ukotveni emzy(upraveno dleCao,
2005).

Pred vlastni imobilizaci je obvykle nutné fummd skupiny nosie (pog. biomolekuly)
aktivovat pomoci vhodhzvolenéhoginidla. Nevyhodou kovalentni imobilizace je Witych
piipadech nizSi katalyticka aktivita, prayddobré zpisobena reakci aminokyselinového
zbytku, ktery se nachazi v aktivnim mdistTomuto faktu se id¥e pedejit pouZitim
kompetitivnich inhibitod ¢i kofaktoni (Cao, 2005).

Derivatizaci nosie nesouciho hydroxyskupinu je moZno provést za pgbmo
epichlorhydrinu (Akkayaet al, 2009), jehoZ oxiranovitruh je vyuzit pi adici biokomponenty
(Obr.10a). V pripack, Ze nosi obsahuje vice hydroxylovych skupin se k aktivaoufiva
bromkyan(Arica et al, 2000). Reakce s hydroxylrobiha v alkalickém prasdi, produktem
je imidokarbonat nebo isoniovina. lhned po aktivaci je ale nutno nadbytek esdig odstranit,

neba’ pii jeho pisobeni na protein by v mésinethioninu dochazelo kespeni(Obr.10b).
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Obr.10 Kovalentni imobilizace enzymu na aktivovany gasésouci hydroxyskupinu.

Aktivacenosie za pouzita) epichlorhydrinuab) bromkyanu (upraveno dle Barredo, 2005).

Nosie modifikované aminoskupinou se mohou aktivovatidd@&nimi ¢inidly jako jsou
diisokyanaty a dialdehydy. Ngjsgji pouZivanym je porrné levny a kzZné dostupny
glutaraldehydBetancoret al, 2006) ktery je navic dostate¢ reaktivni a Setrny k enzyim.
Vlastni aktivace spidva v tvork®¥ nestabilni Schiffovy baze mezi aminoskupinou &®sa
aldehydovou skupinou glutaraldehydu. Druha aldefisidekupina @stava volna a lze ji tedy
vyuzit pro stejnou reakci s aminoskupinou proteidpravidla nasleduje redukce Schiffovy
badze pomoci kyanoborohydridu sodného, kdy vznilddnpducha vazba je stakdijsi.
(Obr.11a). Pokude jako ¢inidlo pouzit réktery z karbodiimid (CDI) v kombinaci sN-
hydroxysukcinimidem (NHS); (Hongt al, 2007) dochazinejprve k aktivaci karboxyskupiny
proteinu, ktera posléze reaguje s aminoskupinolwélitamosie (Obr.11b). Uvedeny postup
probih&a za daleko mig$ich podminek nez-liip pouziti samotného karbodiimidu a enzym si

zachovava pogne vysokou aktivitu.
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Obr.11 Kovalentni imobilizace enzymu na aktivovany rasibsahujici aminoskupinu.

Aktivacenosie a) glutaraldehydena b) pomoci karbodiimidu (upraveno dle Barredo, 2005).

3.7.1. 3. Zesitni

DalSi technika vyuZiva celotadu funknich cinidel (glutaraldehyd, bisdiazobenzidin,
hexamethylen diisokyanat), ktera vyitv&hemické vazby mezi molekulami proteinu, vznika
nerozpustna si— retikulum (Eldinet al, 2000; Albayrak & Yang, 2002). Reakce probiha
stejnym zjgisobem jako vgipacd kovalentni imobilizace, ale nepouziva se zde vegvo
nerozpustny no&i Mezimolekularni zesihi se velmicasto pouziva v kombinaci s jinymi
metodami, naip piimou sorpci, kdy pomaha biomolekulu stabilizovatzabraiuje jejimu
uvoliovani z nosie (LOpez-Gallegoet al, 2005). Bhem gipravy enzymového agregatu

obvykle dochazi ke zémam v aktivnim mis{ které zafi¢inuji snizenou aktivityCao, 2005)
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3.7.1.4. Zachyceni do polymerni matrice

Z historického pohledu jefdti nejstarSi metodou imobilizace zachyceni enzymu
v polymerni matrici (entrapment). K tomutéalu se najasgji pouzivaji polypeptidy Zelatina,
kolagen, kasein),polysacharidy Karragenan, alginat, agarosa) a syntetické polymery
(polyakrylamid, polyvinylalkohol). V klasickém predeni jsou molekuly enzymu zabudovany
do matrice Bhem jejiho vytvéeni Prabhune & SivaRaman, 199lale existuji i #zné
modifikace, kde biokomponenta pronika dopfiz vytvoiené matrice Norris, 1975. Netvai
se vazba enzym — ndsia proto neni tak velky pokles aktivityrd3toZze se jedna o postup
relativré jednoduchy, levny a poskytujici vysoky #¥¢k, skyta nedostatek v podotnadného
uvoliovani enzymu. Metodika neni pouzitelna pro makrakiarni substraty a produkty,

neba’ by nemohly volg difundovat do/z matricCao, 2005)

3. 7. 1. 5. Uzakeni mezi semipermeabilni membrany

Umisgéni enzymu mezi polopropustné membrany uiogg vymeEnu substratu a
produktu mezi vnihim a vrjSim prostedim, aniz by dochazelo ke ztratdm
vysokomolekularniho proteinu. To je za§i% vhodr zvolenou velikosti pdir (Jenet al,
1995. V oblasti biomediciny, analyzy a potraviaéého pimyslu nasly své uplagni enzymy
¢i proteiny obalené lipidovou dvojvrstvou (Walde &hikawa, 2001). Liposomy se zejména
pouZivaji pro transport ¢ a jejich kontrolované uvabvani v cilové tkani. V procesu
mikroenkapsulace je naopak biokatalyzator uchovavdmapsuli z polymerniho materialu.
Pramér kapsule p opouzdeni nebyvé #Si nez ®kolik milimetra (Iso et al, 1989. Komekné
dostupnd dutd vlakna a ultrafilrd membrany jsou odolnéid chemickym a mechanickym
vlivam, proto jsou vhodné k dlouhodobému pouZzivandr{shipouriet al, 1992. Vzhledem
k tomu, Ze nedochazi k Zzadnym chemickym interaksipolymerem, jenetoda vhodna pro
imobilizaci citlivéjSich proteii. K vyhodam pdf i moznost imobilizace vice enzyinmajednou
(Changet al, 1999.

3. 7. 2. Imobilizacen-amylas
a-Amylasy, jakoZzto pimyslow vyuzivané enzymy, byly jiZz néstnskrat

imobilizovany na nejrznéjSi noste (Tab.l). Imobilizované amylasy Ize lehce odstrani
z reakiniho prostedi a znovu je pouzit, anebo se mohou uplatnit rtikoalni hydrolyze
Skrobovych substrat (Bayram@lu et al, 2004) P ztekucovani Skrobu jsow-amylasy
vystaveny porérné vysokeé teplat, a proto je dlezité, aby enzymy pouzité v uvedeném procesu
byly termostabilni. Z literatury je znama cefédda pipadi, kdy imobilizovanéa-amylasy
vykazuji nizsi sensitivitu &i teplo€ nez-li jejich rozpustné analoggZiiang & Juang, 2004,

Kahramaret al, 2007. Konformace proteinové molekuly se po imobilizatava rigidsjsi, je
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tak zamezeno snadnému rozbaleni a inaktivaci udédaeanzymu. DalSim pozadavkem, ktery

je kladen na gmyslové enzymy, je jejich pH stabilita (Bryjak, Z)0Imobilizaci amylas na

pevné nosie dochazi ke zamam hodnot kinetickych paramétijako jsouK,, aV max Hodnoty

Kmse velmi¢asto zvy3suji, coZz znamena, Ze afinitamylas k substratu se snizujgi(ntirk et

al., 2000, Tripathket al, 2007. Tento fakt niZe byt zisoben difiznim omezenim pro substrat,

sterickym brasnim nerozpustného ndsi ¢i ztratou enzymové flexibility, jeZz je ubkzita

k vazl® substratu do aktivniho mista.

Tab.1 Prehled fiznych technik pouzivanych k imobilizaziamylas.

Technika Druh noste Zdroja-amylasy Literatura
imobilizace
adsorpce ultrajemni#&stice SiQ B. subtilis Kondo & Urabe,
1995
adsorpce nitrocelulosova membranB. licheniformis Tanyolacget al, 1998
S navazanym barvivem
Cibacron Blue F3GA
adsorpce aminoalkylsilan-4&D; B. subtilis Abdel-Nabyet al,
1999
adsorpce kopolymerni hydrogel  vepovy pankreas Tamtirket al,
polyvinylpyrrolidonu a 1999a
kys. itakonove
adsorpce kopolymerni hydrogel  veprovy pankreas Tumtarket al, 1999b
polyakrylamidu a kys.
maleinové
adsorpce praskovy ZgO B. subtilis Reshmiet al, 2006
adsorpce kopolymerni hydrogel  A. oryzae Karaet al, 2005
polyethylenglykol-
dimethakrylatu a
vinylimidazolu
s chelatovanym Cii
adsorpce praskovy ADs B. subtilis Reshmiet al, 2007
kovalentni mikrocastice Bacillussp., typ II-A  Aricaet al, 1995
imobilizace polyhydroxyethyl-
methakrylatu
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pokratovaniTab.2

Technika Druh noste Zdrojo-amylasy Literatura
imobilizace
kovalentni kopolymer B. licheniformis Yang & Chase, 1998
imobilizace polytetrafluorethylenu a

hexafluorpropylenu

obaleny

polyvinylalkoholem
kovalentni kopolymerni mikrgastice vepovy pankreas, typ Aksoyet al, 1998
imobilizace polymethylmethakrylatu a VI-B

kys. akrylové
kovalentni kopolymer akrylonitrilu a B. subtilis Mineki et al, 2000
imobilizace butadienu
kovalentni mikrocastice vepovy pankreas, typ Tumtlrket al,2000
imobilizace polyhydroxyethyl- VI-B

methakrylatu a

kopolymeru polystyrenu a

hydroxyethylmethakrylatu
kovalentni kopolymerni gel Bacillussp., typ II-A  Bryjak, 2003
imobilizace polybutylakrylatu a

pentaerythrittriakrylatu,

kopolymerni gel

polybutylakrylatu a

glykoldimethakrylatu
kovalentni silanizovan&astice SiQ  H. vulgare Lim et al, 2003
imobilizace
kovalentni kompozitni¢astice z B. subtilis Chang & Juang, 2004
imobilizace piirodniho jilu a chitosanu
kovalentni kopolymerni membrana  B. licheniformis Bayramglu et al,
imobilizace polyhydroxyethyl- 2004

methakrylatu a

glycidylmethakrylatu
kovalentni silanizované sklemé vepovy pankreas, typ Kahramaret
imobilizace céstice VI-B al., 2007
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pokratovaniTab.2

Technika Druh noste Zdrojo-amylasy Literatura
imobilizace
kovalentni chitosanové mikréastice, V.radiata Tripathiet al, 2007
imobilizace Amberlit MB 150
kovalentni nan@astice FgO, obalené B. subtilis Namdeo & Bajpai,
imobilizace celulosou 2009
kovalentni hybridni material vepovy pankreas, typ Turincget al, 2009
imobilizace obsahuijici cyklicky VI-B

karbonat
kovalentni mikrocéastice G.stearothermo- Konieczna-Molenda
imobilizace polyvinylaminu a philus et al, 2009

polyvinylformamidu

entrapment Eudragit ®, B. licheniformis Conget al, 1995
polyethylenimin
entrapment polyakrylamidovy gel A. oryzae Raviyanet al, 2003
entrapment kapsule alginatu B. subtilis Konsoula &
vapenatého .
Liakopoulou-
Kyriakides, 2006
enkapsulace CLA — makroemulze olejBacillussp., typ XI-B Lamb & Stuckey,
1999
ve vodk
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3. 8. Magnetické nosie

Magnetické castice jsou Siroce studovany a pouzivany v mnohdastdrh
biotechnologie, mediciny afipodnich ¥d. K vyrok® nostt se voli nejizrgjSi materialy,
negastji oxidy Zeleza -y-Fe0s; a FgO, (Liu et al, 2009 Li et al, 2008), dale CrgXZhonget
al., 2001) cisté kovy — Fe, Co, Ni a jejich slitiny (S al, 2006 Choiet al, 2001) nebo ferity
- CoFe0,, MnFeQ, a NiFeO, (Wanget al, 2008; Shiet al, 1999). Pro jednotlivé aplikace je
zapotebi ¢astic vhodné velikosti, podle toho se rélmfi na mikro- (1 — 10Qum); (Obr.12a) a
nanaastice (0,1 — 100 nm); (Obr.12b). Vlastnasistic nejsou zavislé jen na jejich tvaru a
velikosti, ale také na jejich povrchové modifikafiemarchandet al, 2004). Vzniklé
magnetické jadro se nasleédstabilizuje obalenim syntetickyndi piirodnimi polymery, pop
jinymi latkami. V porovnani s objemovymi nésimaji ¢astice velky povrch a tim lepsi
vazebnou kapacitu biomolekul jako jsdizmé proteiny (enzymy, protilatky), nukleové kysglin

nebo oligonukleotidy. Velmi Zadouci jsou pak jejichagnetické vlastnosti usnagici

manipulacicastic i pouZiti vrgjSiho magnetického pole (Séfla& Safaikova, 2009).

(@) (b

Obr.12 Magnetické noske.a) SEM snimek mikrgasticy-Fe,0O; obalenych kopolymerem 2-
hydroxyethylmethakrylatu a ethylendimethakryl&u TEM snimek nangasticy-Fe0s

stabilizovanych kys. citronovoui@vzato z Hordlet al.,2007).

3. 8. 1. Riprava magnetickyché&astic

V literature bylo publikovano nepberné mnozZstvi metod, jeZz vedou k syntéze
magnetickych mikro- a nagiastic oxidi Zeleza, zejménaaghemitu ¥-Fe,0s3) a magnetitu
(F&0O4). Nejkzreji pouzivanou syntetickou metodou je koprecipitacgodného roztoku
obsahujiciho Zeleznaté a Zelezité soli. SraZéstic je pak indukovano smichanim roztoku se
zasadou. Vlastnostiastic je mozné ovlivnit vho@dnzvolenymi podminkami (pH, iontova sila,

teplota, koncentrace Zeleza, rémikdoba) pi jejich syntéze (Babest al, 1999). DalSi moznosti
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piipravy partikuli je termicky rozklad organometalick prekurzoi, ktery se provadi
v organickém rozpoudtle a za fitomnosti surfaktarit nag. kyseliny olejové. V daném
procesu se primaérutvoii ¢astice Zeleza, které jsou nasleaxidovany na magnetitové (Peti
al., 2007), pop. maghemitové&éastice (Hyeonet al, 2001). V klasickém provedeni sol-gel
procesu je vodny, pdp nevodny roztok prekursoru podroben sérii hydickjich a
polymer&nich reakci, jeZz vedou k tvarlkoloidni suspenze (solu). Sol jeepeden na viskozni
gel a nasledh na pevny materidl (Xwet al, 2009). Magnetické nagstice mohou byt
piipraveny laserem indukovanou pyrolyzou, kdy jeésnplynnych prekurzdr s ethylenem
rychle zaliata laserem a dopravena pFedhictvim nosného plynu k reak zoré. Bylo
Zjisténo, Ze kontrolovana oxidace uunitakini zony dava vzniku maghemitu, pokud vsak
oxidace probihd mimo zo6nu ftifose nandastice Zeleza (Miguebt al, 2002). B pouZziti
mikroemulzni metody, neboli metody obracenych migebu vodné roztoky soli obklopeny
povrcho¥ aktivni latkou a tim oddeny od druhé kapaliny, se kterou jsou nemisitelné.
MnoZstvi prekurzoru dostupného k utsdi castic je limitovano velikosti nitra micel (Zbt al,
2006). Jako dalSi postupy lze uveést elektrochemicleyntézu (Pascakt al, 1999),
sonochemickou techniku (Vijayakumer al, 2000), sprejovou pyrolyzu (Morales al, 2000)

aj.

Magnetické nangastice Zeleza (50 — 100 nm) je mozné ziskat i ztzv
magnetotaktickych bakter{Blakemore, 1975)PrestoZze magnetotaktické bakterigegstavuji
morfologicky a fyziologicky #iznorodou skupinu mikroorganism vyzna&uji se rkolika
spoleénymi charakteristikami. Jedn& se zejména o vodrdmgegativni pohyblivé bakterie.
Prevaznacast zije v prosedi s nizkou koncentraci kysliku — nd@eghodu mezi zénami
bohatymi/ chudymi na kyslik a na rozhrani voda/ isedt (Bazylinski, 1995). Mezi
nejznandjSi predstavitele péat prokaryota roduMagnetospirillum- M. gryphiswaldense, M.
magnetotacticuna M. magneticun(Obr.13a).Casteéky magnetitu nebo greigitu (F®) jsou
akumulovany ve specializovanych organelach, tzv.gmatosomech, které jsou obvykle
uspdadany do jednohai vice retizki (Obr.13b). Uvedené struktury slouzi jakaedty
kompasu, které pasigrorientuji buiky bakterie v magnetickém poli Zéna tim jim usnatiuji
vyhledavani méh okysliceného prosedi — magnetoaerotaxe (Schiler & Frankel, 1999).
V porovnani s chemicky syntetizovanym magnetitenji tmakterialni nanéastice stejny tvar a
velikost krystal (Komeili, 2007). Fosfolipidovd membrana obalufcystalky navic usnaulje

pripojeni latek k povrchu magnetosarfCeyharet al 2006).
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(a) (b)
Obr.13 Magnetotaktické bakterie) TEM snimek bakteridMagnetospirillum gryphiswaldense
(prevzato z Schiler & Frankel, 199%)) TEM snimek morfologie krystala usp#adani
magnetosorin u Miznych magnetotaktickych bakteriitgvzato z Benzerara & Menguy, 2009;
Schiler & Frankel, 1999).

3. 8. 2. Povrchova modifikace magnetickycastic

Magnetické partikule maji tendenci se shlukovatt@ije teba jejich povrch upravit
vhodnou inertni nizko€¢i vysokomolekularni latkou, jedna se o tzv. funkeibzaci nosie.
Povchova modifikace nejen Ze pdt@e interakce meztasticemi, ale umaiije i vneseni

funkénich skupin, které dovoluji navazani cilovych 1&©kr.14).

Obr.14 Magnetickacastice s upravenym povrchem, kdeCMe magnetickésastice, O je

obalovy material a F je fudki skupina (upraveno dle Pankhwestl, 2003).
Pokud jsou partikule deny kin vivo aplikacim, je velmi dlezité, aby byl obalovy

material tak i samotny nasibiokompatibilni a biodegradabilni (Gupta & Gup005).

V opainém gFipadt by dochazelo k imunitni odpadi a dana latka by nemohla byt v organismu
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odbourana. Z literatury je znama cetada latek, které byly k Gprévéastic pouZity.
ZjednoduSe# je Ize rozdlit na latky polymerniho charakteru, latky orgarick anorganické
(Tab.2).

Tab.2 Prehled fznych tym materidh pouZivanych k povrchové modifikaci

magnetickychéastic.

Obalovy materiél Literatura
Polymery — pirodni chitosan Denkbast al, 2002
celulosa Namdeo & Bajpai, 2009
dextran Bernet al, 2003
alginat Teotia & Gupta, 2001
Polymery — syntetické polyethylenglykol Zhaeigal,, 2002
polyvinylalkohol Sharet al, 2003
polymethylmethakrylat Chest al, 2008
polystyren Fanegt al, 2009
Latky organické kys. stearova, olejova Yaial, 2010
3-aminopropyltriethoxysilan Mikhaylovaet al, 2004
Latky anorganické AD; Li et al, 2007
Sio, Santreet al, 2001
Au Kouassi & Irudayaraj,
2006

Pongrné oblibenym materidlem pro funkcionalizaci magnetatk c¢astic je
polyaminosacharid odvozeny od chitinu — chitosapotig1—4)-2-amino-2-deoxy3-D-glukan
(Obr.15). V pirodé se vyskytuje pouze v malém mnoZstvidkterych hub roduAspergillusa
Mucor (Hu et al, 2004), ve velkém #fitku se ziskava alkalickou deacetylaci chitinu ysoké
teploty. Ve své struktie obsahuje chitosan reaktivni amino- a hydroxylskédpiny, které jsou
piistupné k chemické modifikaci a mohou byt vyuzitymobilizaci biologicky aktivnich
molekul (Peter, 1995; Dutgt al, 2002).

Oproti jinym neutrdlnim nebo zap@mabitym polysacharidn méa chitosan povahu
kationtu (pK ~ 6.5) a jeho rozpustnost zavisi nadrto® pH. V neutralni oblasti je
polyaminosacharid nerozpustny, avSak s posunem pti#Skn hodnotdm se rozpustnost
zvySuje — dochazi k protonizaci aminoskupin (Rageg et al, 2008). Kladd nabita
aminoskupina vykazuje fungicidni a antibakterialitiinky, neb@ interaguje s negati¥n

nabitymi misty na povrchu b&énych sén bakterii a plisni (Fernandez-Saiehal, 2006).
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Uvedeny polymer a jeho derivaty (karboxymethylcsato, N-trimethylchitosan chlorid) siji
podminky biokompatibility a biodegradability, dateji hydrofilni charakter a jsou mechanicky
pevné. Chitosan ro¥i chelatuje s iontyékkych kovi (VinSova & Vawikova, 2008). Pro své
vlastnosti ma chitosan velky potencial k aplikadiiemedicig a farmacii nap jako nost pro
kontrolované dorkeni I&€iv (Parket al, 2010). PouZiva se také jako potravinovy déplpro
snizeni hladiny cholesterolu a redukci hmotnoste fej aplikovat kisténi vod, v kosmetice,

ke konzervaci potravin a impregnaci textilii (Vindo& Vawikova, 2007).

CH,0H CH,OH CH,OH CH,OH
o) O o} 0
o (0] o (6}
OH OH OH OH
N N
NHCOCH; NHCOCH; NH, NH,
n n
(@) (b)

Obr.15 Strukturaa) chitinu ab) chitosanu

3. 8. 3. Aplikace magnetickycl€astic

Pouziti magnetickych mikeg@stic je nejvice roz&no v magnetickych separacich a
biotechnologiich, zatimco nakdstice se udnostuji v medicinské diagnostice
(imunostanoveni, magnetické rezoénk zobrazovani) a terapii (cileny transport dlék
magnetickd hypertermie), molekularni biologii a ibikenyrstvi. Vzhledem ke své velikosti
mohou nangastice cirkulovat v krevninieciSti mnohem déle nez-li &Si ¢astice a mohou
prostupovat ghami kapilar, aniz by Zjsobily jejich ucpani (Mornett al, 2006). Pro |ékzké
aplikace je dlezité, aby se pouzivané n&éstice neshlukovaly, byly biokompatibilni a
biodegradabilni, dale nesmi byt toxické a za fygatkych podminek musiugtat stabilni
(Shubaye\et al, 2009. Hlavni grednosti magnetickyctastic je jejich vysoka vazebna kapacita
biologicky vyznamnych molekul (obe&rze tici, Ze¢im je velikost¢astice mensi, tim jectsi
vazebna kapacita) a snadna ovladatelngsblpenim magnetického pole, takZze mohou byt

rychle separovany z re&k snesi.

3. 8. 3. 1. Biotechnologické a Iéltaké aplikace

Pro biotechnologické agly bylo na magnetické, ptp hybridni nosie (Castice
inkorporované do nerozpustné matrice) imobilizovanesetné mnozstvi enzyin —
glukoamylasa (Bahar & Celebi, 1998), cytochrom @aga (de Cuyper & Joniau, 1993},
laktamasa (Gaet al, 2003), chymotrypsin (Izmailoet al, 2000), alkoholdehydrogenasa (Liao
& Chen, 2002), galaktosaoxidasa (Bilkatéal, 2002a), neuramidinasa (Bilkoe&aal, 2002b),
lipasa (Bruncet al, 2005), papain (Koreckét al, 2005), DNasa (Ritticlet al, 2002), RNasa
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(Horék et al, 2001). Pokud jsou vSechny ostatni slozky systélamagnetické, je mozné
ukotvené biokatalyzatory selekt#&nodstranit pomoci vhodného magnetického separatoru,
pernamentniho magnetu nebo elektromagnetu.

Magnetické mikro- a namastice mohou byt vyuzity jako n@si pro imobilizaci
protilatek, které jsou, stejnjako enzymy, proteinové povahy. Takto modifikovaidétice se
vyuZivaji ke specifické identifikaci a kvantifikabioaktivnich latek a xenobiotik, obdabjako
u standardniho provedeni na mikrotitsech destikdch. Rislusna protilatka je na ndsi
ukotvena pimo kovalentnim spojenim (Tudorachet al, 2008), anebo pomoci protéin
schopnych vazat protilatky, niagproteinu A nebo proteinu G (Widjojoatmodibal, 1993). Po
inkubaci magnetické protilatky s analyzovanym veonklze komplex protilatka-antigen lehce
separovat magnetem a zjistit mnozstvi navazanétigean. U jiného typu magnetického
imunostanoveni slouZfstice jako detekovatelna z#a, nahrazuji tedy enzymy, radionuklidy,
chemiluminiscetini ¢i fluorescerni markery (Enpuket al, 2005).

Pomerné novou transfetni technologii pedstavuje tzv. magnetofekce, ktera uimgé
vneseni nukleové kyseliny prostinictvim vijSiho magnetického pole. Na magnetické
nana@astice obalené kladmabitymi molekulami (kationtové lipidy a polymersg vazi genové
vektory (DNA, siRNA, dsRNA, mRNA, viry), které jsoposléze kultivovany s likami. Ri
aplikaci magnetického pole jsou takto wyitené komplexy transportovany endocyt6zou do
burgk, aniz by doSlo k poruSeni plasmatické membramgchiika magnetofekce je vyuZitelna
nejen kin vitro transfekci, ale ma i velky vyznam pro genovoupérgschillingeret al, 2005).

V sowasné dob se sousedi stale ¥tSi pozornost na vyvoj efektivnich systiém
cileného doréeni I€iv. U danych systéinse klade draz na zvySeni dostupnosti I€ku v réist
vyskytu nemoci za s@asné minimalizace Skodlivych vedlejSickinka. Zakoncentrovani Iéku
ve specifické oblasti dovoluje snizit jeho terape@t mnoZstvi a organismus neni toliko
zagzovan. VSechny tyto poZzadavky spji praw magnetické nari@istice oxid Zeleza (Plank
et al 2003; Neubergeet al 2005). Po injekci magnetickych nasdstic, na jejichz povrchu je
lé¢ivo imobilizovano, do dla se aplikuje v&si magnetické pole s#ujici ke specifickému
mistu. K UspsSné I€bé je téz dilezité rizené uvalovani dordovanych Iék. Toho Ize
dosadhnout modulaci magnetického pole, enzymovoivitakt nebo zrénou fyziologickych
podminek jako je pH, osmolalita a teplota (Alexg&twal, 2002). Cilea Ize v €le navadt nag.
protinadorova l&va (Shinkai, 2002¥i latku rozpousijici sraZzeninu v sra@i céw vzniklou i
infarktu myokardu (Konerackgt al, 1999).

Oproti zdravym biikdm jsou nadorové laly citlivejSi ke zvySenym teplotanighoz se
vyuziva v lokalni terapii rakoviny, tzv. hyperteimPokud je tkA na kratkou dobu (asi 30
minut) zaltdta na teplotu vy3Si nez 42 °C, dochézi k destryaiize postizené kiky
(Pankhurstt al, 2003). Toho Ize docilit pouzitim magnetickych o&stic, jeZ jsou injedné
vpraveny do oblasti maligni tkdrna nésled& stimulovany didavym magnetickym polem.
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Pisobenim alternujiciho magnetické pole js@stice rozkmitdny a v mistnadoru generu;ji
teplo (Mornetet al, 2006).

Superparamagnetické naw@gtice oxid Zeleza (SPION) stabilizované vhodnym
polymernim materidlem se pouzivaji jako kontrakttky pii zobrazovani metodou magnetické
rezonance (MRI, Magnetic Resonance Imaging). Ndraxtljinych diagnostickych technik je
uvedena metoda, jez slouzi k trojrazmému skenovani lidskéhdld, neinvazivni (Saleht al,
2004).

3. 8. 3. 2. Magnetické separace

Magnetické nosie maji velky potencial k aplikaci v magnetické sepa kdy usnatiuji
a urychluji kkteré Ezné pouzivané sepatai postupy. Umaoiuji manipulaci, separaci a izolaci
zvolenych organickyctti anorganickych slatenin, biomolekul (proteiny, peptidy, nukleové
kyseliny) a dokonce i bu a bakterii z heterogennich systém

Separace protein pomoci magnetickychtastic je ve wtSin¢é piipadi realizovana
prostednictvi afinitnich interakci, av3ak Ize vyuZit daiterakce hydrofobni a iontové, gop
vodikové vazby (Safik et al, 2007). Afinitni ligandy, jez byly imobilizovanyanpovrch
magnetickychtastic, zahrnuji barviva — Cibachrom Blue F3GA (Cakl& Denizli, 2004) nebo
Reactive Red 120 (Ennis & Wisdom, 1991); chel&tgchodnych kok - Ni** (Nishiya et al,
2002), Ca* (Meyer et al, 2005); monoklonalni protilatky (Prioutit al, 2000); streptavidin
(Apogaet al, 2001); inhibitory enzyrin (Hubbuch & Thomas, 2002) a jiné.

Magnetické nosie, na jejichz povrch je ukotven kratky Usek oligkleotida, jsou
vhodné pro rychlou a selektivni izolaci nukleovykkselin, DNA a RNA. Na zaklad
komplementarity bazi dochazi k parovani (hybridizamezifettzcem oligonukleotid a cilovou
nukleovou kyselinou. #?pouZziti magnetického sepé&rdho z&izeni je takto navazana nukleova
kyselina lehce odstréna z analyzovaného vzorku (sérum, plasma, homogemadciSnych
nebo rostlinnych tkani, b&tné lyzaty); Berensmeier, 2006 K izolaci eukaryotnich mRNA,
které maji na svém 3' kondetézec sloZzeny z opakujici se sekvence adeninu, sgivagiu
komekn¢ dostupné magnetickécastice Dynabeads® Oligo(dT)25 (Invitrogen Dynal
AS) nesouci oligodeoxythymidin (Huskaal, 2009).

Velmi popularni je i bu&né tidéni s vyuzitim imunomagnetickycléstic. Na
burééném povrchu se nachazi antigeny, které jsou prowdmiiku specifické. Partikule s
imobilizovanymi protilatkami proti&mto povrchovym antigeim vytv&i s danymi biitkami
komplex, ktery je naslednmagneticky odstram. Imunomagnetické separace nasly uglaitn
pii detekci patogennich mikroorganignv potravindské technologii (Radwet al, 2001) ¢i
environmentélni mikrobiologii (McCuiret al, 2001). V Iék#stvi jsou imunomagnetické
separace dnnym nastrojem pro odstravani nadorovych bwk z kostni derg (Treleavenet
al., 1984; Chungpt al, 2009).
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4. EXPERIMENTALNiI CAST

s L

4. 1. Magnetickécastice

Magnetické nangéstice (FgO,) obalené chitosanem byly obdrZzeny z Centra vyzkumu
nanomaterid UP v Olomouci.

Magnetické mikroéastice (FgO,) obalené chitosanem byly obdrzeny od prof. Ing Iv
Safaika DrSc. 2 eskych Budjovic, Na Sadkach 7, 370 @eska republika.

4. 2. Chemikalie

a-amylasaB. subtilis) Sigma-Aldrich Chemie, Bimecko
o-amylasa, vefpva pankreaticka, typ VI-B Sigma-Aldrich Chemie, Bimecko
aceton Sigma-Aldrich Chemie, Bmecko
acetonitril Sigma-Aldrich Chemie, Bimecko
akrylamid Serva, Nmecko

roztok BCA Sigma-Aldrich Chemie, Bmecko
bisakrylamid Serva, Nmecko

Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB R-250) Servanmécko

n-butanol Fluka, Svycarsko

dodecylsulfat sodny Fluka, Svycarsko
B-cyklodextrin Sigma-Aldrich Chemie, Bimecko
EDC.HCI (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) Fluka, Svycarsko

karbodiimid hydrochlorid)

EPS (4,6-ethyliden-p-nitrofeny-D-maltoheptaosid) BioSystems S,AparIsko
glutaraldehyd Fluka, Svycarsko

glycin Fluka, Svycarsko

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova Sigma-Aldrich Chemie, Bmecko
kyselina)

howzi sérovy albumin Sigma-Aldrich ChemiegiNecko
hydrogenuhbiitan amonny Lachema(R

chlorid barnaty dihydrat Lachem@r

chlorid vapenaty LachemaCR

jodistan sodny Sigma-Aldrich Chemie, Bmecko
kyanoborohydrid sodny Fluka, Svycarsko
kyselinaa-kyano-4-hydroxyskiicova Bruker Daltonik GmbH, &inecko
kyselina octova LachemaCR

kyselina sinapova Bruker Daltonik GmbH, Mmecko
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kyselina trifluoroctovéa

methanol

N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin
N-hydroxysukcinimid

pentahydrat siranug¥natéhi

peroxodisiran amonny
tris(hydroxymethyl)aminomethan

vzorkovy pufr (0,375 mofliTris-HCI, 5 % CBB G-250,
10 % SDS, 5 9%B8-merkaptoethanol

4. 3. Histroje

analytické vahy

centrifuga MR1823

digitalni predvazky

elektromagneticka mickika RCT-Basic
hmotnostni spektrometr Microflex MALDI-TOF
LRF20

komurka na elektroforézu

lyofilizator Lyovac GT2

MALDI ter¢ik (Anchorchip 600/96)

pH metr digitalni

pipety automatické PIPETMAN® NEO
programovatelny rotator Multi Bio RS-24
spektrofotometr Biochrom WPA Lightwave Il UV/Vis
termoblok

termostat

ultrafiltra¢ni cela Amicon 8200 s filtrem XM10

vortex SA8
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Sigma-Aldrich Chemieg¢idecko
LachemaCR
Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich Chemie ghhecko
Lachema(R
Fluka, Svycarsko
ICN Biomedicals, USA
Bio-Rad, USA

Sartorius, Nmecko
Jouan, Francie
OHAUS, USA
IKA, Nmecko
Bruker Daltonik GmbH, Mmecko

Biorad, USA
Leybold-Heraeus ghhecko

Bruker Daltonik GmbH gidecko
WTW, Némecko

Gilson, Francie

Biosan Mat

&ihrom Ltd, Velka Britanie
Grand Boekel, USA
Grant, Velk& Britanie

Millipore, USA

Stuart Scientific, Velka Britanie



4. 4. Pouzité metody

4. 4. 1. Imobilizacen-amylas na magnetické mikro- a nan®éstice

4. 4. 1. 1. Karbodiimidova metoda

0,5 mg magnetickych mikro-, paipnan@astic obalenych chitosanem byly 3x promyty
v pufru (50 mmol HEPES, pH 7,1). K promytynsasticim bylo pidano 0,5 mg EDC.HCI
rozpudkného ve 251l pufru (50 mmol.F HEPES, pH 7,1), 0,6 mg NHS rozpiri#ho ve 25l
pufru (50 mM HEPES, pH 7,1) a 0,5 mg yeypé pankreatické, pdpmikrobialni a-amylasy
rozpuséné rovez ve 25ul pufru (50 mmolt HEPES, pH 7,1). Tato re&ki snis byla
michana 8 hodin za laboratorni teploty a naslgmobihala imobilizace 12 hodirtigeplog 4
°C bez michani. Po skéeni kovalentni imobilizace bylgastice magneticky odseparovany,
reakéni smes byla odpipetovana &stice byly 5x promyty pufrem (50 mmél.HEPES, pH
7,1). Takto promyté&astice s navdzanauamylasou byly rozsuspendovany ve B@ufru (50
mmol.I* HEPES, pH 7,1, pdp50 mmol.' HEPES + 0,075 mmotiICaCl, pH 7,1).

4.4.1. 2. Glutaraldehydova metoda

Jako prvni byly 0,5 mg magnetickych mikéstic obalenych chitosanem 3x promyty v
pufru (50 mmolf HEPES, pH 7,1), poté bylo napipetovanoub % glutaraldehydu sastice
byly aktivovany 3 hodiny za seéasného michaniiplaboratorni teplat Po aktivaci byly
magnetick&astice separovany, nenavazany glutaraldehyd bytao@la a mikr@astice byly 5x
promyty pufrem (50 mmoli HEPES, pH 7,1). Nasledrbylo pripipetovano 5Qul mikrobialni
a-amylasy (2 mg.mt), imobilizace probihala 8 hodin za laboratornilagp pti michani a 12
hodin @i teplo€ 4 °C bez michani. Vzniklé Schiffovy baze byly rkdwany gidavkem 1 mg
NaBH;CN rozpu&ného ve 5Qu pufru (50 mmol.f HEPES, pH 7,1), kdy reaki smés byla
ponechdna 1 hodinu vledové lazni. Po wem redukce byly¢astice magneticky
odseparovany, supernatant byl odstram mikr@éstice byly opt 5x promyty pufrem (50
mmol.I* HEPES, pH 7,1). Promyté mikrastice s imobilizovanoua-amylasou byly
rozsuspendovany v 50 pufru (50 mmol. HEPES, pH 7,1, pdp50 mmol.I' HEPES + 0,075
mmol.I* CaCl, pH 7,1).

4. 4. 2. Chemické& modifikacar-amylasy

Chemickad modifikacen-amylasy byla provedena pomoicyklodextrinu a vlastni
modifikaci predchazela aktivacetiglusného cyklodextrinu metodou jodistanovou. K &4 -
cyklodextrinu (0,75 mmol) ve 40 ml deionizované &duylo pidano 1235 mg Nal9(5,78

mmol; 7,7 ekvivalerif). Vznikla reakni snes byla michana na elektromagnetické méckapo
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dobu 1 hodiny a poté probihal@@enip-cyklodextrinu @i laboratorni teplat ve tmé po dobu
24 hodin. Nasledujici den byl nadbytek Nal€¥azen fidavkem 706 mg BagPH,O (2,89
mmol). Precipitat byl zfiltrovan a roztok polyaldetu byl pouzitcerstvy, pop. skladovan
teplog -20 °C. K 75 mgu-amylasy v 15 ml pufru (50 mmol.IHEPES, pH 7,1) bylofjtano
6,52 ml polyaldehydu a tento roztok byl michan tekteomagnetické mickkae 1 hodinu.
Pridavek 8,1 ml NaBkCN (160 mM) ma za ukol redukovat vzniklé Schiffdvgze. Srés byla
opétovre michana na elektromagnetické migte a to 30 minut. Reakce probihala 24 hodin p
laboratorni teplat, potom byl roztok dialyzovan proti deionizovanéd¥d4x2 ) i teplog 4
°C, aby byl odstratn zbytek nezreagovanéhtinidla. Nasledovala centrifugace (25 min,
12 000g, 4 °C) a supernatant byl zaBnstltrafiltraci v cele Amicon v ledové lazni podkem

1 bar. Po zahu&ti na objem cca 7 ml byl roztok modifikovaméamylasy lyofilizovan.

Modifikovany enzym byl skladovarripeplot -80 °C.

4. 4. 3. Stanoveni aktivity
Pro spektrofotometrické stanoveni aktivitamylas byl jako substrat zvolen EPS (4,6-

ethyliden-p-nitrofenyle-D-maltoheptaosid) v 50 mmolIHEPES + 0,075 mmottl CaCh, 90
mmol.I* NaCl, 13 mmolit MgCl,, pH 7,1, ktery je satésti kitu pouZivaného v klinické
biochemii. Ungly substrat je hydrolyzovan na kratSi oligosacharideré jsou nasledrs&peny
a-glukosidasou (rowE sowasti kitu) za uvoleni 4-nitrofenolu, jehoZ absorbance s&inpii A

= 405 nm. K 60Qul substratu (3,6 mmoll), jenz byl inkubovan i teplo& 30 °C, bylo pidano
24 ul a-amylasy, pop 0,5 mgcastic s imobilizovanym enzymemide kazdym réfenim byly
¢astice usazeny na dno kyvety pomoc&j$ino magnetického polédNanist absorbance byl

zaznamenavan v intervalu 1 min po dobu 5 min. Afaibyla ziskana ze vztahu:

An AA Vv
At At e*|

kde An / At — aktivita (kat),AA — zmEna absorbanceit — ¢asovy interval (s), V — celkovy
objem v kyvet (I), e — molarni absorni koeficient (1/mol.I*. cm™), | — délka optické drahy

(cm).

4. 4. 4. Stanoveni koncentrace proteinmetodou bicinchoninovou
Spektrofotometrické stanoveni proteinbylo provedeno s pouzitim kyseliny

bicinchoninové. U této metody dochazi v alkalickpmestedi k redukci msd’natého ionu na

meéd’ny proteinem. Vznikly rad’ny ion je nasledh chelatovan kyselinou bicinchoninovou za

vzniku ¢ervenofialového zbarveni, které sefimpii vinové délce 562 nm (Obr.17). Pracovni
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roztok vznikl smisenim roztoku A a B v péma 50:1, kdy roztok A obsahoval 4,4"-dikarboxy-
2,2 -bichinolin (dvojsodna ), Na,COs;.H,O, vinan sodny, hydroxid sodny, NaHgQ@
deionizovanou vodu, roztok B se skladal pouze z@UsBH,O. Ke 2 ml pracovniho roztoku
bylo pridano 2 a 5ul vzorku proteinu a poté byla $sinkubovana 30 minutiplaboratorni
teplo€. Pro sestrojeni kalibéai primky byl jako standard pouZito 10 — p§ BSA. Po inkubaci
byla prongtena absorbance roztokui pvinové délce 562 nm. Blank obsahowdhidlo a
deionizovanou vodu.

’/’_\ 5 silna baze _ timdlo BCA
[ ] ™ 3

\\_/ + Cu —>» o ———» komplexBCACU'

PROTEIN

Obr.17 Stanoveni celkovych protdirkys. bicinchoninovou.

4. 4. 5. Stanoveni specifické aktivity

Specificka aktivita volnycho-amylas byla stanovena Zfeni aktivity a obsahu
proteini ve vzorku metodou bicinchoninovou. Specificka atd enzymu, vyjatena v nkat.mg
! je aktivita v daném objemusigéna obsahem proteinu ve vzorku, Wpads imobilizovaného

enzymu je specifickd aktivita vztaZzena na 1dastic.

4. 4. 6. Stanoveni vazebné kapacity
MnozZstvi navdzané-amylasy na magnetické mikr@ét nan@astice bylo vypgitano
pomoci vztahu:
CoXVp—CiXVa

vazebna kapacita =
Mh

kde koncentrace protdirpred imobilizaci Ga po imobilizaci Gje vyjadena vug. pl™,
objem roztoku Y a V,je dan wul, m, je hmotnost pevného nésiv mg.
Obsah proteifln byl stanoven metodou bicinchoninovou. Vazebna &iggabyla

vyjadiena vug proteinu navazaného na 1 mg magnetickiadtic.

4. 4. 7. Stanoveni opefani stability

Za (telem stanoveni opefai stability imobilizovanychi-amylas byla zréfena jejich
zbytkova aktivita v kazdém cyklu. &feni bylo provaénho stejnym zpsobem vzdy s jednim
jedinym vzorkem. Mezi jednotlivymi cykly byly magieké castice separovany, substrat byl

odpipetovan &astice byly 3x promyty pufrem (50 mmd&i.HEPES, pH 7,1).
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4. 4. 8. Stanoveni teplotni stability

Vzorky volné a imobilizované vépvé pankreatické, pépmikrobialnia- amylasy v
pufru (50 mmol.f HEPES, pH 7,1, pdp50 mmol.I' HEPES + 0,075 mmottiCaCl, pH 7,1)
byly nejprve inkubovany ip riznych teplotach (25, 37, 45, 55, 65, 75, 85 °Cypbu 30 min.
Po ochlazeni v ledové lazni byla &fena zbytkova aktivita, kterd byla vztazena k aldiua-
amylasy pi 4 °C. Dale byla ufena hodnota s, coZ je teplota, ifp které klesla aktivita enzymu

na polovinu.

4. 4. 9. Stanoveni stability pi skladovani

Stabilita @i skladovani volné a imobilizované vepé pankreatické, papmikrobialni
a-amylasy byla ufena na zaklad zmeieni jejich zbytkové aktivity v @itych ¢asovych
intervalech po dobu 21 dni. Volné a imobilizovanamylasy byly skladovanyipteplot 4 °C
v prostedi pufru (50 mmol} HEPES, pH 7,1, pdp 50 mmol.* HEPES + 0,075 mmot'l
CaClb, pH 7,1).

4. 4.10. Mfeni intaktni hmoty proteinu pomoci MALDI-TOF

Na MALDI tercik (Anchorchip 600/96) bylo naneseno @5oztoku matrice SA1 (10
mg.mi* kys. sinapové v acetonu) a kapka byla ponechamsa$ityza vzniku tenké vrstvy
krystali matrice. Pro ueni intaktni hmotya-amylas a jejich konjugétbylo 5 pl roztoku
enzymu (10 mg.ril v deionizované vag) smichano s 15l roztoku matrice SA2 (10 mg.fhl
kys. sinapové v 0,1 % kys. trifluoroctové / acetoloi, 1:1, v/v). Na MALDI tetik, ktery jiz
obsahuje vrstvu SA1 bylo napipetovanallvzorku a kapka ponechana vysudit lnboratorni
teplo€. Hmotnostni spektra bylagifena na hmotnostnim spektrometru Microflex MALDI-TOF
LRF20 v linearnim moédu pro pozitivni ionty s dusiigo laserem X = 337 nm) o pulsni

frekvenci 10 Hz. Externi kalibrace byla provedemaddekularnimi ionty BSA.

4.4.11. SDS-PAGE elektroforéza

Ke vzorkim nativni a modifikované-amylasy (1 mg ve 100l deionizované vody)
bylo piipipetovano 100ul vzorkového pufru na elektroforézu (0,375 nibMiris-HCI, 5 %
roztok bromfenolové mad 10 % SDS, 5 98-merkaptoethanol) a dale byly vzorky pésay
pii 100 °C po dobu 5 minut.

Skla na vertikalni elektroforézu byla upéma v nalévacim stojanu a poté byly

piipraveny jednotlivé gely dle (Tab.3).
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Tab.3 SloZeni sepataiho a zaogbvaciho gelu.

Spodni (sepatai) gel 10 % Horni (zadstvaci) gel 4%

30 % akrylamid/ 0,8 % N, N’- 30 % akrylamid/ 0,8 % N, N"-
methylenbisakrylamid (AA/ BIS) 4 ml methylenbisakrylamid (AA/ BIS) 0,65 ml
0,375 mol.I' Tris-HCI, pH 8.8 2,5 ml 0,375 mot.ITris-HCI, pH 8.8 1,25 ml
deionizovana voda 3,2ml deionizovana voda 2,95 ml
10 % SDS 0,1 ml 10 % SDS 0,1 ml
10 % TEMED 10ul 10 % TEMED 10ul

10 % APS sul 10 % APS 1Qu

Nejprve byla do prostoru mezi skla napipetovanasssipro sepakai gel az do
vyznateneé vysky a bylaievrstvena n-butanolem. Po 30 minutach byl n-butadstragn a na
jiz zpolymerovany spodni gel byla napipetovang&spro zaosbvaci gel. Ihned po naliti byl do
gelu opatrg viozen lebinek. Po ztuhnuti horniho gelu (30 minut) highdinek odstraim a skla
pienesena do elektroforetické nadobky. Do katodovéhanodového prostoru byl nalit
elektrodovy pufr (0,025 mol*Tris-HCI, 0,192 mol: glycin, 0,1 % SDS, pH 8,3) a stejnym
pufrem byly vyplachnuty jamky pro vzorky. Do jamdlyly nadavkovany vzorky nativni
mikrobialni a-amylasy (1,5ul / 3 pl), jeji konjugat s BCD (1,5 / 3 ul) a standardu (%u).
Aparatura byla fipojena ke zdroji konstantniho rp(120 V). Po sko¥eni elektroforézy bylo
uskuté&néno barveni geluigs noc v barvicim roztoku (0,1 % CBB R-250, 45 %haeol, 15
% kys. octova). Nasledujici den byl géepesen do odbarvovaciho roztoku (40 % methanol, 10
% kys. octovd). Ze zjishych hodnot mobility a ze znamych hodnot molekuldwdotnosti
standard byla ziskana kalibtmi pfimka, podle které byly stanoveny molekulové hmatinos

detekovanych protein

4. 4. 12. MALDI-TOF peptide mass fingerprinting

Polyakrylamidovy gel byl nejprve oplachnut deioniaoou vodou a poté byly
proteinové pasy, o nichz séeppokladalo, Ze nalezi nativni a modifikované mbikani o-
amylase v¥iznuty skalpelem. i§iznut&c¢ast byla nakrajena na malé kostky, cca. 1x1 nied P
vlastnim Stpenim je nutné obarveny gel odbarvit. Do epengdofdo napipetovano 100 0,1
mol.I" NH,HCO;a 100ul acetonitrilu, smis byla zvortexovana a zcentifugovana. Po 1 hodin
byla snés acetonitril - NHHCO; odpipetovana a ke gelu byldigdno 165ul acetonitrilu.
Stpeni gelu bylo provedeno 1&mol.I* trypsinem v prosedi 50 mmol:f NH,HCO; a5
mmol.I* CaC}na ledové lazni 30 — 45 minut. Poté byla tatéswdpipetovana a bylaigano
25 ul stejného pufru, ktery jiz neobsahuje trypsin. kkgobyly ponechany igs noc g 37 °C.
Ziskané digesty bylyiffmo pouZzity pro MALDI-TOF MS analyzu. Jako matribgla pouZita

kys. a-kyano-4-hydroxyskiicova (CHCA) ve formi saturovaného roztoku v 50 % acetonitrilu /
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0,1 % trifluoroctové kys. (1:2, v/v). Na MALDI t&ik (Anchorchip 600/96) bylo napipetovano
0,6 ul proteinového digestu a 0,6 roztoku matrice, spojené kapky byly ponechanyugsyri
laboratorni tepl@é Hmotnostni spektra byla gfena na hmotnostnim spektrometru Microflex
MALDI-TOF LRF20 v reflektronovém madu pro pozitividnty s dusikovym laserem € 337
nm) o pulsni frekvenci 10 HAdmotnostni spektrometr byl kalibrovan exiemzitim sngsi
peptidovych standafd (Bruker Daltonik). Ziskana spektra pak byla vyhotkna pomoci
softwaru FlexAnalysis 2.4 a Biotools 3.0 (Brukerltdaik) a porovhana s externi databazi
proteinovych sekvenci NCBInr pomoci programu Massertver 2.2 (Matrix Science, London,
UK). Ke grafickému zpracovani spekter poslouzilypgramy ACD/SpecViewer (Advanced
Chemistry Development, Toronto, Canada) a OriginP#&® (OriginLab, Northampton, MA,
USA).
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. ZAVER

V této praci byly imobilizovanya-amylasy (vepovy pankreas,B. subtilig na
magneticke mikro- a nawnastice (FgD;) obalené chitosanem metodou
glutaraldehydovou a karbodiimidovou.

Byly srovnany vlastnosti enzyim které byly kovalenth imobilizovany na tzné
magnetické nose (specifickd aktivita, vazebna kapacita, opetrateplotni stabilita a
stabilita i skladovani).

Z vysledki vyplyva, Ze ukotvené amylasy jsou teplotstabilrgjSi a vykazuji lepsi
stabilitu @i skladovani nez-li enzymy volné. Biokatalyzatortgké mozné pouzit pro
danou aplikaci opakovén

Dale byl sledovan vliv vapenatych idnta teplotni stabilitu a stabilitufipskladovéni u
volnych a imobilizovanychu-amylas, kdy bylo zji$no, Ze pidavkem &chto ionti Ize
dosahnout lepSich vysleilk

Poddilo se také zmodifikovat mikrobialni-amylasu cyklickym oligosacharidef
cyklodextrinem. Z réfeni intaktni hmoty vyplyva, Ze v molekuleamylasy doslo
k modifikaci 9-ti primarnich aminoskupin. Vznikly okjugat také vykazuje lepSi

stabilitu vac¢i tepelné denaturaci.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA
APS
Asn
Asp
BCA
BIS
BSA
CBB
DNSA
EDC
EDTA
EPS
Glu
HEPES
HFS
His
CHCA
kDa
Leu
MALDI
Met

MRI
MS
NHS
Ry

SA
SDS
SEM
SPION
TEM
Thr
Tris-HCI

akrylamid
persiran amonny
asparagin
aspartéat
kyselina bicinchoninova
bisakrylamid
howzi sérovy albumin
Coomassie Brilliant Blue
kyselina dinitrosalicylova
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-karbodiimid
kyselina ethylendiamintetraoctova
4,6-ethyliden-p-nitrofenyl-d-maltoheptaosid
glutamat
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova
vysokoobsahovy fruktosovy sirup
histidin
a-kyano-4-hydroxyskiicova kyselina
kilodalton
leucin
laserova ionizace a desorpce Zmsti matrice
methionin
molekulova hmotnost
zobrazovani magnetickou resonanci
hmotnostni spektrometrie
n-hydroxysukcinimid
retergéni faktor
kyselina sinapova
dodecylsulfat sodny
skenovaci elektronova mikroskopie
superparamagnetické naastice oxidu Zeleza
transmisni elektronova mikroskopie
threonin

tris(hydroxymethyl)methylamin
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