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1 CIiLE PRACE

Teoreticka ¢ast

Vypracovani literarni reSerse na téma:

Charakterizace -galaktosidasy

Pouziti riznych typi nosicl pro imobilizaci f-galaktosidasy

Vyuziti imobilizované B-galaktosidasy v biotechnologickych procesech
Prakticka cast

Imobilizace -galaktosidasy na magnetické mikroc¢astice modifikované celulosou

Charakterizace enzymu na nosici za riznych fyzikalné-chemickych podminek (pH,

teplota, Cas)



2 UVOD

B-galaktosidasa E.C. 3.2.1.23. je enzym patfici do enzymové tfidy hydrolas.
Katalyzuje hydrolyzu 1,4-B-D-galaktosidové vazby. B-galaktosidasa je schopna dvou
katalytickych aktivit. Katalyzuje transglykosylaci a hydrolyzu laktosy na galaktosu
a glukosu. Nachazi se v rostlinach, ZzivociSich a mikroorganismech. Struktura
B-galaktosidasy z rGznych organismt se liSi. Nejlépe prostudovanym modelem je
[-galaktosidasa ziskana z bakterie Escherichia coli. B-galaktosidasy z mikroorganismu
maji nejvyhodngj$i vlastnosti (termoacidofilitu, termostabilitu, termorezistentni
vlastnosti), proto jsou nejvice vyuzivany jako zdroje P-galaktosidasy pro laboratorni
1 primyslové aplikace. B-galaktosidasu lze vyuzit k hydrolyze laktosy v mlécnych
vyrobcich v potravinafském primyslu. Vyznam spoc¢iva v odstranéni laktosy, kterd je
pro velkou ¢ast populace nestravitelnd, a proto je ¢astou pfiinou zazivacich problémd.
Dale mé B-galaktosidasa vyuziti v hydrolyze syrovatky vznikajici jako vedlejsi produkt
pii vyrob¢ syrt. Syrovatka byla dfive vypousténa jako odpadni produkt do vodniho
prostiedi. Také se P-galaktosidasa vyuziva ke tvorbé zdravi prospéSnych galakto-
oligosacharidd.

Pro efektivni vyuziti B-galaktosidasy se pouziva jeji imobilizovand forma.
Imobilizace enzyml vétSinou poskytuje vyhody v enzymovych vlastnostech, lepsi
stabilitu, specifitu a selektivitu. Také poskytuje provozni vyhody zahrnujici znovuuziti
enzymu, okamzit¢ ukonceni reakce a snadnou separaci enzymu od produktu
u magnetickych nosic¢ti pomoci vnéjsiho magnetického pole, kontinualni provozni rezim
a snizené naklady na provoz.

Pro imobilizaci enzymt se pouzivaji nosi¢e. Nosicl bylo popsano mnoho, ale
pro kazdé pouziti je tfeba vybrat tu nejvhodnéjsi variantu. Nosice lze rozdé¢lit podle
riznych kritérii, naptiklad tvaru, poréznosti, povahy latky (organické a anorganické)
a zdroje (pfirodni a syntetické). V této praci byly vyuzity magnetické mikrocastice
povrchové upravené celulosou, jejichz vyhodou je snadna manipulace pomoci vnéjSiho

magnetického pole a vysokd poréznost.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 B-GALAKTOSIDASA

Pro B-galaktosidasu se pouziva vice nazvl, B-D-galaktosid galaktohydrolasa,
B-D-galaktohydrolasa, laktasa nebo galaktosyltransferasa (Zarate a Lopez-Leiva, 1990)
(Soydan, 2006). B-galaktosidasy se fadi s kodem 3.2.1.23 do enzymov¢ tfidy hydrolas,
katalyzujici hydrolyzu 1,4-B-D-galaktosidové vazby, kterou obsahuji laktosa,
oligosacharidy a polysacharidy (Park et al., 2010a). Konkrétni piiklad je $tépeni laktosy
na glukosu a galaktosu, které se vyuziva v potravinaiském primyslu. (Husain et al.,
2011). Dalsi vlastnosti B-galaktosidasy je katalyza transglykosylacnich reakci (Juers
et al., 2001). B-galaktosidasa byla poprvé zminéna v literature v roce 1889 profesorem
Beijerinckem (Rouwenhorst et al., 1989). B-galaktosidasa ma historicky vyznam,
protoze byla vyuzita k diikazu, Ze genovou expresi lze regulovat (Jakob et al., 1961).
B-galaktosidasa je vyznamnym enzymem pro vyzkum a aplikace v oblastech
potravinaiského primyslu, bioremediace nebo diagnostice a 1€cb¢ poruch (Asraf et al.,

2007).

3.1.1  Vyskyt B-galaktosidasy

B-galaktosidasy se hojné¢ nachazeji v pfirodé. Zdroje P-galaktosidasy jsou
rostliny, zivo¢ichové a mikroorganismy. Piikladem rostlinnych zdroji jsou mandle,
vojtéska, semena sojovych bobii a kava. Zivo¢isnou B-galaktosidasu Ize ziskat napiiklad
ze $neku, kralikti nebo telat. B-galaktosidasa byla objevena také ve slindch Clovéka
(Wallenfels a Malhotra, 1960; Heilskov, 1951), nebo lysozomech endotelovych bun¢k
pupecni zily (Kurz et al.,, 2000). Mikroorganismy se ukazuji jako nejlepsi zdroj
z hlediska termostability, termoacidofility a termorezistentnich vlastnosti mikrobialni
B-galaktosidasy (Asraf et al., 2010) a vyhody poskytuji i diky snadnému ovladani, vyssi
rychlosti mnozeni a vysoké vytéznosti produkce (Panesar et al., 2006). Mikrobidlni

zdroje enzymu lze rozdélit na bakterie, kvasinky a houby.
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Bakteridlni -galaktosidasy jsou vétSinou intracelularni (Soydan, 2006). Dobie
studovanym zdrojem B-galaktosidasy je Escherichia coli. Enzym z této bakterie neni
obecné povazovan za bezpetny pro pouziti v potravindiském primyslu, Ize ho vSak
pouzit pro analytické ucely (Panesar et al., 2006; Siso, 1996). Zdrojem B-galaktosidasy
mohou byt psychrofilni bakterie vyskytujici se v oblastech s primérnou ro¢ni teplotou
niz§i nez 5 °C (polarni oblasti, vysoké hory nebo hluboké ocedny). Tyto bakterie
obsahuji enzymy schopné katalyzovat reakce pfti teplotach okolo 0 °C, coz je vyhodné
pro biotechnologické postupy. Piikladem zdroje na chlad adaptované B-galaktosidasy je
gram-negativni bakterie Pseudoalteromonas, vyskytujici se v Antarktidé (Cieslinski et
al., 2005). Jako zdroj mohou slouzit také termofilni bakterie jako je napiiklad
Streptococcus thermophilus. B-galaktosidasa ziskana z této bakterie vykazuje vysokou
stabilitu v Sirokém rozsahu teplot 25-40°C pii hodnotach pH v rozmezi 6,5 az 7,5
(Rhimi et al., 2010). Mezi termofilni bakterie se déle fadi Thermoanaerobium (Ulezlo et
al., 2001), Stearothermophilus Geobacillus (Graig, 2010).

Kvasinky jsou z primyslového hlediska dalsim velmi dilezitym zdrojem
B-galaktosidasy. Dtivodem je bezpecnost pro pouziti v potravinaiském pramyslu
a neutralni pH optimum, které¢ je vhodné pro hydrolyzu laktosy v mléce (Panesar et al.,
2010). Nejcasteji vyuzivanym kmenem kvasinek pro produkci [-galaktosidasy je
Kluyveromyces lactis, jehoz piirozené stanovisté je mlécné prostiedi (Kim et al., 2004).
Dalsi kvasinkové zdroje jsou Kluyveromyces fragilis (Ladero et al., 2006),
Sporobolomyces singularis (Ishikawa et al., 2005).

Houby jsou zdrojem s vys$si vytéznosti -galaktosidasy, kterd je extracelularni
a vykazuje celkovou stabilitu (Soydan, 2006). Houby produkuji B-galaktosidasy s pH
optimem v kyselé oblasti, a proto jsou vhodné ke zpracovani kyselych produktt, jako
jsou napiiklad syrovatky vznikajici jako vedlejsi produkt pii vyrobé syri nebo tvarohii
(Finocchiaro et al., 1980; Joshi et al., 1989). Typickym zastupcem houbového zdroje
B-galaktosidasy je Aspergillus niger (Hatzinikolaou et al., 2005a) nebo Aspergillus
oryzae (Haider et al., 2007). V Tab. 1 je uveden piehled mikrobidlnich zdroja
B-galaktosidasy.

Zdrojem [-galaktosidasy mohou byt rekombinantni mikroorganismy, které maji
ur¢ité vyhody oproti geneticky nemodifikovanym mikroorganismiim. (-galaktosidasa
Aspergillus oryzae, sekretovana bunkami vlockovitého kmene Saccharomyces

cerevisiae, vykazovala aktivitu srovnatelnou s aktivitou enzymi z hub, ale jeji vyhodou

vvvvv
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v hydrolyze syrovatky, kdy je sekretovan enzym a soucasné produkovan ethanol

(Domingues et al., 2002).

Tab. 1 Prehled mikrobidlnich zdroji p-galaktosidasy ziskané z hub, kvasinek
a bakterii (Panesar et al., 2006)

Zdroj

Mikroorganismy

Houby

Aspergillus foetidis, A. fonsecaeus, A. niger, A. oryzae, A. carbonarius
Beauveria bassiana

Curvularia inaequalis

Fusarium moniliforme, F. oxysporum
Neurospora crassa

Penicillium conescens, P. chrysogenum
Rhizobium meliloti

Saccharopolyspora rectivirgula
Scopulariopsis sp.

Streptomyces violaceus

Trichoderma reesei

Kvasinky

Bullera singularis

Candida pseudotropicalis

Saccharomyces anamensis, S. fragilis

Kluyveromyces bulgaricus, K. fragilis, K. lactis, K. marxianus

Bakterie

Arthrobacter sp.

Bacillus acidocaldarius, B. subtilis, B. megaterium, B.
stearothermophilus

Bifidobacterium bifidum, B. infantis

Clostridium acetobutylicum, C. thermosulfurogens
Corynebacterium murisepticum

Enterobacter agglomerans, E. cloaceae

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Lactobacillus acidophilus, L. bulgaricus, L. lactis, L. thermophilus
Leuconostoc citrovorum

Pediococcus acidilacti, P. pento

Pseudomonas fluorescens

Pseudoalteromonas haloplanktis

Streptococcus cremoris, S. lactis, S. thermophilus
Thermus rubus, T. aquaticus, T. thermophilus

Vibrio cholera

-13 -



3.1.2  Vlastnosti -galaktosidasy

Enzymy izolované z mikrobialnich zdroja, kvasinek, hub a bakterii, maji odlisné
vlastnosti, proto se vyuzivaji v riiznych aplikacich. B-galaktosidasy ziskané z hub maji
pH optimum v rozsahu 3-5 a teplotni optimum od 55 do 60 °C s omezenym vyuzitim
velmi kyselych produktli a farmaceutickych preparat. Kvasinkové -galaktosidasy maji
neutralni pH optimum a vykazuji vySsi aktivity nez enzymy z hub. Jejich omezeni
vyplyva z teplotniho optima 30-37 °C, tudiz i1 nizké teplotni stability. Teplota, pii nizZ se
inaktivuji, se pohybuje okolo 48 °C (Ustok et al., 2010). B-galaktosidasy ziskané z hub
jsou vhodnéjsi pro kyselou hydrolyzu syrovatky nez kvasinkové enzymy diky
termostabilité, ale jsou vice citlivé na inhibici produktem galaktosou (Roy a Gupta,

2003; Hatzinikolaou et al., 2005b).

3.1.2.1 Struktura

B-galaktosidasy zriznych organismi se strukturné 1iSi.  Bakterialni
B-galaktosidasy jsou pfevazné tetramery nebo monomery a jsou mnohem vétsi, nez
rostlinné enzymy, u kterych pfevazuje struktura dimeru (Marchesi et al., 1969; Simos et
al., 1989). Nejlépe prostudovanou strukturou je P-galaktosidasa ziskana z bakterie
Escherichia coli. B-galaktosidasa je homotetramer s molekulovou hmotnosti 464 kDa,
ve kterém jsou Ctyii polypeptidové fetézce (A, B, C, D) uskupeny okolo tfi vzajemné
kolmych dvojnasobnych os symetrie (Juers et al., 2000). Kazdy fetézec je slozeny
z 1023 aminokyselin a vytvafi pét po sob¢ nasledujicich ¢iselné oznaCovanych domén
s rozsifenym segmentem na termindlni aminokyseliné. Tyto domény jsou pomérné
rozSifeny a ptispivaji k aktivaénimu rozhrani, které odpovida a-komplementaci peptidu
(Jacobson et al., 1994). V doméné 3 se nachazi TIM barel (Juers et al., 2000). TIM barel
je protein, ktery je slozen zosmi paralelnich B listi ve vnitini casti proteinu
obklopenych osmi a hélixy (Hocker et al., 2001). TIM barel obsahuje aktivni misto
skladajici se z C-termindlniho konce P listl a rezidui pochézejicich z B /o smycek, které
spojuji B listy s a hélixy. Zbylé struktura barelu je dilezita pro konformacni stabilitu
(Urfer a Kirschner., 1992). Do aktivniho mista také zasahuji smycky ze sousednich
monomera pres aktivaéni rozhranni. Dochazi ke vzijemnému darovani a pfijimani
smycek mezi monomery A a D, B a C, ¢imz se vytvori Ctyfi aktivni mista, ktera piisobi

nezavisle na sobé. Samotny monomer aktivni neni, protoze aktivni misto je vzdy
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tvofeno ze dvou monomert (Matthews, 2005). Pfitomnost nizkomolekularnich alkoholi
(methanol, ethanol, i-propyl alkohol, n-propyl alkohol) v koncentracich do 5 % zvysuje
aktivitu PB-galaktosidasy (http://www.usbio.net/item/G1041-05) stejn¢ jako piitomnost
hotfecnatych nebo manganatych ionti (Rhimi et al., 2010). Hofe¢naté ionty se vazou do
aktivniho mista v krystalové i nativni formé enzymu (Jacobson et al., 1994; Juers et al.,
2000). Hotecnaty iont v aktivnim misté je vdzan Glu-416, His-418, Glu-461 a tfemi
molekulami vody. V aktivnim misté€ se také vaze sodny iont, ktery je dilezity pro funkci
enzymu, protoze vytvaii interakce s hydroxylovou skupinou substratu. -galaktosidasa
ztratila rychle aktivitu v deionizované vodé (Cavaille a Combes, 1995).

B-galaktosidasa je glykosidasa s dvoukrokovym mechanismem. Glu-461 je
acidobazicky katalyzator, Glu-537 puasobi jako nukleofil (Jancewicz et al., 2012).
Katalytickd aktivita spocivd ve vytvofeni kovalentniho spojeni galaktosylového
meziproduktu s Glu-537, zahrnujici navdzani substratu mélkymi a hlubokymi zpiisoby
(Matthews, 2005). M¢lky zplsob znamena navazani vychoziho substratu na Trp-999
v blizkosti povrchu aktivniho mista (Jancewicz et al.,, 2012). Naproti tomu
meziprodukty, analogy piechodového stavu a produkt galaktosa pronikaji hloubéji do
aktivniho mista. Béhem reakce dochazi k dalezitym konformaénim zménam. Vazba
meziproduktu a analoga ptfechodového stavu je spojend s konformaéni zménou 794-804
smycky z domény 5, ktera se priblizi k aktivnimu mistu (Matthews 2005). Smycka
enzymu je oteviend, kdyz neni navazany ligand a nebo kdyz je navdzany substrat ¢i
substratovy analog. Uzaviena smycka je v ptipad¢ prechodného stavu (Jancewicz et al.,
2012). Jiz diive bylo zjiSténo, ze smycka hraje kliovou roli v aktivit¢ B-galaktosidasy
(Langridge, 1968; Jancewicz et al., 2012). Struktura B-galaktosidasy E. coli je
znazornéna na Obr. 1.

B-galaktosidasy se na zakladé funkéni podoby rozdéluji do ctyt glykosyl
hydrolasovych rodin 1, 2, 35 a 42 (Cantarel et al., 2009). Enzymy eukaryotickych
organismil patfi do rodiny 35. Vyjimkou jsou B-galaktosidasy z Kluyveromyces lactis
a K. marxianus, které se fadi do rodiny 2 spolecné s Escherichia coli a Athrobacter sp.
(Pereira-Rodriguez et al., 2012). Struktura B-galaktosidasy Kluyveromyces lactis je
homologicka s typem Escherichia coli ze 48 %. Podjednotka -galaktosidasy z K. lactis
se stejné jako u E. coli skladd do péti domén, ale domény 2 a 3 jsou odlisné
a charakteristické pro P-galaktosidasu z K. lactis. Dva dlouhé inserty v doméné
2 (264-274) a doméné 3 (420-443) pravdépodobné souvisi s oligomeraci a specifitou

B-galaktosidasy z K. lactis. V kazdém dimeru na rozhrani se nachazi dvé aktivni mista
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tvorici kapsu pomoci uzkého kanalu. Do tohoto kandlu vy¢niva specificky insert 420-
433, ktery se vaze s aglykonem ukotvené laktosy, zpusobujici vysokou afinitu
k substratu, ¢imz by se dala vysvétlit vysoka hydrolytickd aktivita K. lactis
B-galaktosidasy (Pereira-Rodriguez et al., 2012). Na Obr. 2 je znazornéna rozdilna

struktura B-galaktosidasy z K. lactis a E. coli.

Aktivacéni interfaze

Aktivni misto

7~ Monomer D

Obr. 1 Struktura pB-galaktosidasy z E. coli

Barvami jsou oznaCeny jednotlivé casti struktury. Komplementacni peptid —
oranzova, doména 1 — modra, doména 2 — zelena, doména 3 — Zluta, doména 4 — fialova,
doména 5 — Cervend. Pomoci svétlejSiho a tmavsiho odstinu dané barvy je rozliSena
stejnd doména v raznych podjednotkach. V aktivnich mistech jsou zobrazeny kationty

sodné — zelend kulicka, hofe¢naté — modra kulicka (upraveno podle Juers et al., 2000).
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Obr. 2 Rozdilna struktura p-galaktosidasy z K. lactis a E. coli
Struktury B-galaktosidasy K. lactis (znazornéno modie) a E. coli (znazornéno
oranzove¢) jsou zakresleny v zakrytu. Specifické inserty [B-galaktosidasy K. lactis

v doméné 2 a 3 jsou vyznaceny (upraveno podle Pereira-Rodriguez et al., 2012).

3.1.2.2 Chemické reakce katalyzované B-galaktosidasou

B-galaktosidasa ma dvé katalytické aktivity. Katalyzuje hydrolyzu laktosy na
galaktosu a glukosu a dale katalyzuje transglykosylaci. Transglykosylaci se prevadi
laktosa na disacharid allolaktosu, coz je ptirozeny induktor pro /ac operon (Juers et al.,
2001; Matthews, 2005). Transglykosylace je rozdélena na dv¢ casti, galaktosylaci
a degalaktosylaci, kde akceptorem je voda, nebo transgalaktosylaci, kde akceptorem je
napiiklad glukosa nebo methanol (Jancewicz et al., 2012). Na Obr. 3 je schéma reakci

katalyzovanych B-galaktosidasou.
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Obr.3 Schéma reakci katalyzovanych p-galaktosidasou

B-galaktosidasa katalyzuje hydrolyzu laktosy na galaktosu a glukosu a). Nebo
katalyzuje preménu laktosy na allolaktosu b). V prvni Ccasti substrait [B-D-
galaktopyranosid s aglykonem OR vytvoii kovalentni o-D-galaktosyl intermediat
s nukleofilem Glu-537 za kyselé katalyzy Glu 461. Kysela katalyza je oznacena jako
A. Ve druhé casti dojde k rozpadu intermediatu za bazické katalyzy Glu-461, ktera
vytrthne proton z molekuly akceptoru R’-OH. Bazickd katalyza je oznafena jako

B (upraveno podle Juers et al., 2001).

3.1.2.3 Substratova specifita

Piivodné byla laktosa vnimana jako jediny substrat pro P-galaktosidasu, ale
pozdéji se zjistilo, Ze za enzymovou specifitu je vice zodpovédna hydrolyzovatelna
vazba nez substrat (Dwevedi a Kayastha, 2010). B-galaktosidasa je vysoce specificka
pro sacharid v galaktosylovém misté, ale velmi promiskuitni ke zbyvajici casti, proto

dobtfe hydrolyzuje B-D-galaktopyranosidy s rtiznymi aglykony (Juers et al., 2000;
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Matthews, 2005). Jako vyhodné substraty se pouzivaji X-gal (5-bromo-4-chlor-3-p-
indoyl-D- galaktopyranosid) a ONPG (o-nitrofenyl-B-D-galaktopyranosid), které maji
chromogenni vlastnosti (Juers et al., 2000). ONPG byl pouzit jako substrat naptiklad ke
srovnani aktivit B-galaktosidasy mezi 171 kmeny aerobnich aktinomycet (Flores et al.,
1990). 4-trifluoromethylumbelliferyl-beta-D-galaktopyranosid byl uzit jako fluorgenni
substrat  p-galaktosidasy E. coli pro screening monoklondlnich protilatek
imunosorbentni metodou ELISA (Yegorov et al., 1988). Chang et al. (2004) ve své
praci pouzil X-gal pro kvalitativni stanoveni B-galaktosidasy v riznych tkanich nahych
mys$i a chlorofenol cerveny-beta-D-galaktopyranosid pro kvantitativni stanoveni
enzymové aktivity v tkanovych extraktech (Chang et al., 2004). Rostlinné
B-galaktosidasy lze podle substratové specifity rozdélit do dvou tiid. Na prvni tfidu exo-
B-(1—4)-galaktanas, specificky ptisobicich na pektinovy B-(1—4)-D-galaktan, a druhou
ttidu preferujici nitrofenyl-p-D-galaktosid (Kotake et al., 2005).

3.1.24 Inhibice p-galaktosidasy

Pti nizkych koncentracich laktosy a galaktosy ptlisobi galaktosa jako inhibitor
aktivity B-galaktosidasy (Kim et al., 2004). Podle Yanga a Okose (1989) dochazi
k inhibici produktem za ptedpokladu, Ze glukosa opousti aktivni misto jako prvni, ¢imz
uvolni kovalentni galaktosyl-enzymovy komplex pro dal§i hydrolyzu (Yang a Okos.,
1989, Kim et al., 2004). Galaktosa soutézi se substraitem o jeho vazebné misto pro
hydrolytické reakce pouze v nizkych koncentracich laktosy. To znamena, Ze se
galaktosa vaze na volny enzym za vytvoreni galaktosyl-enzymového komplexu pro
dalsi transgalaktosylacni reakce, kde glukosa nebo laktosa ptisobi jako akceptor, ale
nevaze se na galaktosyl-enzymovy komplex. Pti vysokych koncentracich laktosy (nad
100 mM) a galaktosy (nad 50 mM) kinhibici nedochazi. Ptidavek glukosy
v koncentraci niz8i nez 50 mM vede ke zvySeni reakéni rychlosti. Enzymova hydrolyza
laktosy probiha pii nizké koncentraci laktosy, zatimco transglykosylace se zvySuje
s rostouci koncentraci laktosy (Iwasaki et al., 1996; Kim et al., 2004). Inhibici
B-galaktosidasy galaktosou lze snizit uzitim mikroorganismu upravené¢ho chemickym
inzenyrstvim (Xu et al, 2010). Galaktosa muze pusobit také nekompetitivni inhibici
volné B-galaktosidasy (Shukla a Chaplin, 1993), ale méfenim aktivity imobilizované
formy enzymu se tato inhibice neprojevila. Divodem je zména struktury enzymu po
imobilizaci, ktera =zapficinila znemoznéni navéazani galaktosy nekompetitivnim

zpusobem (Portaccio et al., 1998). Dalsi inhibitory B-galaktosidasy jsou aminocukry
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a aminoalkoholy, které inhibuji 10-30 krat vice nez cukry a alkoholy bez aminoskupiny.
V pfipadé¢ 1-aminogalaktopyranosy dokonce az 300 krat vice nez galaktopyranosa
(Huber a Gaunt, 1982). Jako inhibitory [B-galaktosidasy pisobi také chlorochinin,
bafilomycin A nebo nigericin, které zplsobily inhibici intraceluldrni lysosomalni
B-galaktosidasy az z 90% (Kurz et al., 2000). Thiolové ¢inidlo, 1-nitro-2-phenylethen,
bylo prokazano jako ireverzibilni inhibitor [-galaktosidasy, zatimco u enzymu
inhibovaného 1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)-2-nitroethenem 1ze obnovit jeho aktivitu

z 89 % ozafovanim v piitomnosti merkaptoethanolu (Golan et al., 1996).

3.1.2.5 Purifikace

Purifikace B-galaktosidasy se provadi pomoci precipitace, chromatografie nebo
metody reverznich micel. Chromatografie se uplatiiuje ve vice typech, iontove-
vymeénna, afinitni, chromatofokusace a gelova filtrace. Jest¢ pfed samotnym srazenim,
chromatografii nebo purifikaci pomoci reverznich micel se vétSinou provadi Gprava
vzorku. Mezi ptiklady Uprav patii lyze builky zamrazovanim a rozmrazovanim (Wella
a Greenwell, 1997), filtrovani, pfidani do suspenze pro inaktivaci nezadoucich bilkovin,
odstied’ovani (Nagy et al., 2001).

Srazeni neboli precipitace mize probihat se siranem amonnym. B-galaktosidasa
z Penicillium chrysogenum byla precipitovana ze surového bunétného extraktu se
siranem amonnym v nasyceném roztoku. Timto krokem doSlo ke snizeni obsahu
bilkovin 0 95 % a k desetindsobnému zvyseni specifické aktivity. Vysledky dokazuji
dilezitost precipitacniho kroku (Nagy et al., 2001).

Iontové vymeénnou chromatografii lze uskutenit na anexu DEAE-celulose.
Afinitni chromatografie byla provedena na derivatech skla s kontrolovanou poréznosti
(Baum G, 1975), pies interakci kov-iont (Pessela et al., 2003b) nebo ptes chelat-epoxy
sepakulicky (Pessela et al., 2003a). Pro gelovou filtraci se mlize pouzit Sephadex (Asp
a Dahlqvist, 1968). Pro zlepSeni Cistoty enzymu casto jednotlivé purifika¢ni kroky na
sebe navazuji (Nguyen et al., 2005).

Dalsi zptsob purifikace je obraceny micelarni roztok, tvofeny mikroemulzi vody
v oleji. Kapky vody o velikosti nékolika nanometrii jsou obaleny monovrstvou
povrchové aktivnich latek. Pokud maji surfaktanty iontovy charakter, tak mikrokapky
vody mohou selektivné vazat bilkoviny z vodné faze, zatimco surfaktanty s ndbojem si

pritahuji opacné nabité zbytky bilkovin (Mazi et al., 2012).
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3.1.2.6 Metody stanoveni aktivity p-galaktosidasy

Aktivitu B-galaktosidasy lze stanovit spektrofotometricky, kapalinovou
chromatografii, nebo chemiluminiscenc¢né.

Spektrofotometricky se stanovuje aktivita B-galaktosidasy reakci se substraty,
které mohou byt ptirodni (laktosa) a umeélé (ONPG, laktulosa, X-gal) (Juers et al., 2000;
Amine et al., 2000). Stanoveni aktivity P-galaktosidasy se dnes provadi pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie. Jako substraty slouzi napiiklad epsilon-N-1-
(1-deoxylaktulosyl)-L-lysin (Schreuder a Welling, 1983), laktosa (Horner et al., 2011).
Pii chemiluminiscen¢ni metod¢ se vyuziva komeréni ptipravek Lumi-Gal 530, ktery
obsahuje stabilni substrat fenylgalaktosa-substituovany dioxethan. Katalyzou enzymu
dojde k uvolnéni galaktosové Casti substratu. Vznikly nestabilni dioxethan vykazuje
chemiluminiscenci, kterd se méii pomoci luminometru. Tato metoda je jednoducha,

levna a mnohem citlivgjsi (20x) nez spektrofotometrickd metoda (Beale et al., 1992).

3.2 IMOBILIZACE

Podle definice se imobilizované enzymy nebo buiniky charakterizuji jako enzymy
nebo bunky, které jsou fyzicky omezeny nebo lokalizovany v urcité vymezené oblasti
prostoru, majici zachovanou katalytickou aktivitu a mohou byt pouzivany opakované
a kontinualng (Chibata, 1978) Imobilizace ve vétSin€ pripadd zlepSuje vlastnosti
enzymt, stabilitu, specifitu, selektivitu a snizuje inhibici (Pessela et al., 2007). Provozni
vyhody imobilizovaného enzymu naproti volné formé enzymu jsou opétovné pouziti,
zvySena stabilita, rychlé ukonceni reakce, kontinudlni provozni rezim, snadna separace
enzymu od produktu a snizené naklady na provoz (Boyiikbayram et al., 2006).
Imobilizovat se mohou samotné enzymy nebo celé bunky, které produkuji extracelularni
nebo intracelularni enzymy. V ptipadé¢ produkce intracelularniho enzymu je tieba
provést opatieni pro zvySeni permeability. Imobilizace celych bun¢k je ekonomicky
piijatelnéjsi, neni tfeba purifikace a enzymy vykazuji vyssi stabilitu, protoZe se nachazi
ve svém piirozeném prostiedi. AvSak pfitomnost dalSich enzym v buiice muze

zkreslovat vysledky méfeni (Ohmiya et al., 1997; Numanoglu a Sungur, 2004).

-21 -



3.2.1 Metody imobilizace

Pro imobilizaci enzymu existuje n¢kolik metod - adsorpce na nerozpustné
materidly, zachyceni v polymernich gelech, enkapsulace v membranach, chemické
zesitovani pomoci bifunkénich nebo polyfunkénich Ccinidel, kovalentni vazba na
nerozpustny nosi¢ (Elnashar a Yassin, 2009) nebo imobilizace na zaklad¢ bioafinity
(Sassolas et al., 2012). Metody lze rozd€lit na reverzibilni, obsahujici vazbu enzym-
nosi¢, kdy lze enzym odd¢lit od nosi¢e za mirnych podminek. Reverzibilni metody,
adsorpce a bioafinita, jsou ekonomicky vyhodné, protoze nosi¢ lze pouzit znovu
s novym enzymem. U irreverzibilnich metod, kovalentni vazba, zachyceni, enkapsulace,
zesitovani, nelze odd¢€lit enzym od nosice, aniz by se enzym nebo nosi¢ nedegradoval
(Brena a Batista-Viera, 2006). Metody lze také rozd¢lit podle typu vazby na chemické
za tvorby kovalentni vazby mezi enzymem a nosi¢em, a fyzikdlni, kdy je spojeni
enzymu a nosice zprostiedkovano vazebnymi interakcemi (Ozmen et al., 2009). Kazda
metoda mé své vyhody a nevyhody, proto se vzdy vybira metoda imobilizace na zakladé
danych kritérii. Naptiklad vlastnosti pouzitého enzymu (molekularni hmotnost, délka
proteinového fetézce, pozice aktivniho mista), matrix, reakénich podminkach nebo

reaktorech (Kosseva et al., 2009). Na Obr. 4 jsou znazornény metody imobilizace.

A = @l @ gy
e P Ay c @9

Obr. 4 Metody imobilizace
A kovalentni vazba, B zachyceni, C enkapsulace, D zesitovani, E adsorpce,

F bioafinita (upraveno podle Brena a Batista-Viera, 2006).

3.2.1.1 Adsorpce na nerozpustné materialy
Adsorpce je nejjednodussi metoda fyzikalni imobilizace. Enzym ve formé
roztoku je v kontaktu s pevnym nosi¢em, na ktery se vaze pomoci slabych vazebnych

interakci, van der Waalsovych sil, elektrostatickych nebo hydrofobnich interakei.
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Promyti pufrem se potom odstrani nenavazany enzym. Pfi této metodé€ nosi¢ neni nijak
povrchové upravovan a u enzymu nedochézi ke snizeni aktivity. Nevyhodami adsorpéni
metody jsou uvoliiovani enzymu z nosice vlivem zmén teploty, pH a iontové sily. Dalsi
nevyhodou je nespecifickd adsorpce, kdy se na nosi¢ mohou vazat bilkoviny a jiné

molekuly, omezujici navdzani enzymu (Sassolas et al., 2012).

3.2.1.2 Zachyceni v polymernich gelech

Metoda zachyceni v gelu je jednou z nejjednodusSich metod imobilizace enzymti.
Ptirodni polymery jsou netoxické a metody pfi zpeviiovani jsou velmi mirné (Panesar et
al., 2006). Mezi ptirodni polymery patii alginat. Castice se ziskavaji kapanim suspenze
polymer-enzym do média obsahujiciho kladn¢ nabité ionty (naptiklad vapenaté) (Freitas
et al., 2011; Tanriseven a Dogan, 2002). Nevyhodou této metody je vysoka porovitost
gelu, kterd zapfiCinuje vyplavovani zachyceného enzymu z matrix. Omezeni spociva
také ve stabilité gelu. ReSenim zastaveni uvoliiovani enzymu miize byt zesitovani
enzymu a zelatiny glutaraldehydem, ktery vytvaii nerozpustnou strukturu a zaroven
stabilizuje gel (Haider a Hussain, 2007). Pro imobilizaci B-galaktosidasy v gelu byl
vyuzit polyvinylalkohol (PVA) (Grosova et al., 2009).

3.2.1.3 Enkapsulace v membranach

Enkapsulace neboli zapouzdieni je definovana jako technika baleni pevnych,
kapalnych a plynnych latek do malych kapsli, které fizen¢ uvoliluji sviij obsah po
dlouhou dobu (Champagne a Fustier, 2007). Ptfi enkapsulaci dochdzi k vytvofeni
polymerni matrix, ktera chrani aktivni a citlivé latky, jako napfiklad enzymy, proti
tepelnym a oxida¢nim vlivim. Nevyhodou enkapsulace je uvoliiovani enzymu. Reseni
problému spocivad v pfipraveni matrice s velikosti port tak velkou, aby substrat
a produkt mohly volné prochazet, ale zaroven tak malou, aby nedoSlo k uvolnéni
enzymu. Nebo 1ze enzym imobilizovat na pevny nosi¢ jesté pred enkapsulaci. (Betancor
et al., 2008). Enkapsulace nachdzi uplatnéni ve farmaceutickém a potravinarském
prumyslu diky moznosti fizeného uvolfiovani a zvySené ochrany enzymu. Posledni
studie se zabyvaji vyuzitim hydrogell pro enkapsulaci, tvofenych ve vod¢ nerozpustnou
bobtnajici trojrozmérnou siti hydrofilnich polymert, kterd obsahuje duté kapsy pro
vloZeni a stabilizaci enzymu. Rizeného uvoliiovani je dosaZeno vyuzitim hmotného

odporu enkapsulantti a je ¢asto upravovano chemickymi postupy (Sowasod et al., 2012).
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3.2.14 Chemické zesit’ovani

Metoda chemického zesitovani spoCiva v zesitovani biokatalyzatori pomoci
bifunkénich nebo multifunkénich ¢inidel. Cinidla prostiednictvim svych reaktivnich
funk¢nich skupin vytvaii kovalentni vazby (Grosova et al., 2008). Jako zesitovaci
¢inidla lze pouzit octan chromity nebo siran chromity (Emregiil et al., 1996),
glutaraldehyd (Ansari a Husain, 2012), ethylenglykoldimethakrylat (Okutucu et al.
2010). Tato metoda se pouziva Casto ve spojeni s dalSimi imobilizacnimi metodami.
Koncentrace zesitovaciho Cinidla musi byt v optimalni hodnoté, jinak by doslo
k nadmérnému zesitovani a naslednému poklesu aktivity enzymu (Emregiil et al.,
1996). Konkrétnim piikladem muze byt zesitovani zelatiny a enzymu glutaraldehydem
za vytvofeni nerozpustné¢ struktury. Reakce jsou uskutecnény prostiednictvim
lysinovych zbytkii za vytvofeni aldiminové vazby (Tanriseven a Dogan, 2002).
Nevyhodou této metody je moznost snizeni aktivity enzymu narusenim aktivni
enzymové konformace a zmén v aktivnim misté béhem zesitovani (Sassolas et al.,

2012).

3.2.1.5 Kovalentni vazba na nerozpustny nosi¢

Enzymy jsou vazény na nosie pies jejich funkéni skupiny, které nejsou
nezbytné pro katalytickou aktivitu. Postup metody je rozdélen do tii krokii. Nejdiive se
aktivuje povrch nosice (Sassolas et al., 2012), ktery obsahuje funk¢ni skupiny,
hydroxylové, amino, amido, karboxy skupiny (Kosseva et al., 2009), pomoci
multifunkénich ¢inidlel, glutaraldehyd nebo karbodiimid (Sassolas et al., 2012). Potom
se necha navadzat enzym na aktivovany nosi¢ a nakonec se odstrani piebytecné
a nenavazané¢ molekuly enzymu. Jako nosi¢ se mize pouzit anorganicky material,
porézni sklo, pfirodni material, celulosa, nebo synteticky polymer, nylon (Sassolas et
al., 2012). V kovalentnich metodach je zménéno prostiedi enzymu ¢inidly, které vazou
jak enzym, tak nosi¢, ¢imz se mlze zvysit stabilita enzymu v kompozitu. Zminéna
¢inidla lze rozdélit na malé molekuly (aminokyseliny nebo aminy) a makromolekuly
(hovézi albumin, Zelatina, polyethylenglykol) (Cao, 2005). Kovalentni nebo
multibodové kovalentni spojeni mezi enzymem a nosi¢em miZze byt uskutecnéno
pomoci glutaraldehydu. Glutaraldehyd navdzany na e-aminoskupinou lysinu enzymu se
navaze na glutaraldehyd spojeny s primarni aminoskupinou nosice (Betancor et al.,
2006; Lopez-Gallego et al., 2005). Jako vyhody metody imobilizace kovalentni vazbou

1ze povazovat snadny pfistup substratu k enzymu umoznény vazbou enzymu na povrchu
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nosi¢e a neuvoliovani enzymu od nosi¢e. Negativni strankou je vysokd cena a nizky
vynos v dusledku reakce s toxickymi ¢inidly (Grosova et al., 2008) a také nemoznost

obnovitelnosti nosice pro pouziti s dalSim enzymem (Sheldon, 2007).

3.2.1.6 Bioafinita

Metoda afinitni imobilizace je zalozend na orientovaném navdzani enzymu na
specifickém misté. Dochézi k vytvoreni bioafinitni vazby aktivovaného nosice (lektin,
avidin, kovové chelaty, cukry) se specifickou skupinou proteinové sekvence (cukerny
zbytek, biotin, histidin, cystein), kterd mize byt pfitomna nebo vytvoiena genetickym
inzenyrstvim v takové sekvenci proteinu, aby neovlivnila aktivitu enzymu nebo
neblokovala aktivni misto (Andreescu a Marty, 2006). Metody zaloZené na bioafinité
pro enzymovou imobilizaci vynikaji jednoduchosti procesu bioadsorpce umoziujici
specifickou imobilizaci enzymt i z ¢aste¢né Cisténych preparatt a hrubych homogenati,
nebo bunéénych lyzath (Kulshrestha a Husain, 2006; Saleemuddin, 1999).

Bylo popséano nékolik metod imobilizace enzymti na zéklad¢ bioafinity, biotin-
(strept)avidin (Esseghaier et al., 2008), kovovy iont-chelator (Andreescu et al., 2003),
lektin-glykoenzym (Bucur et al., 2005; Saleemuddin, 1999), enzym-inhibitor (Okutucu
et al., 2010), polyklonalni/monoklonalni protilatka-specificky enzym (Saleemuddin,
1999). Interakce enzym-inhibitor probiha napifiklad mezi a-galaktosidasou
a polymernimi ¢asticemi obsahujici galaktosu (Okutucu et al., 2010), interakce lektin-
glykoenzym mezi konkavalin A-celulosou a enzymem s oligosacharidovou ¢asti, ktera

se neucastni katalytické aktivity (Kulshrestha a Husain, 2006).

3.2.2  Uplatnéni imobilizované p-galaktosidasy

B-galaktosidasa je vyznamny enzym pouzivany hlavné v potravinaiském
prumyslu k hydrolyze laktosy v mléku, syntéze oligosacharidi a zpracovavani
syrovatky. B-galaktosidasa z Aspergillus oryzae je Casto vyuzivana v primyslovych
aplikacich diky chemické odolnosti a snizené pravdépodobnosti ristu mikroorganismui
pfi nizkém pH a vysokych teplotach (Bayramoglu et al., 2007). B-galaktosidasy lze také
vyuzit k syntéze sortimentu aditiv pro farmaceuticky a kosmeticky pramysl (van

Rantwijk et al., 1999).
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3.2.21 Hydrolyza laktosy v mléku

Laktosa je disacharid obsazeny v mléce. Vzhledem k jeho nizké relativni
sladkosti a rozpustnosti se stdva Spatné stravitelny pro podstatnou c¢ast svétové
populace. Odhaduje se, Ze nesnaSenlivosti laktosy trpi 70 % svétové dospélé populace.
Nejvyssi pocet osob s intoleranci laktosy se nachdzi ve vychodni Asii, coz ¢ini asi 90 %
populace (Husain, 2010). B-galaktosidasa se nachdzi v fasinkovém lemu membrany
sliznice tenkého stieva dospélych. Pii nedostateCnosti [-galaktosidasy nebo jeji
nestalosti, zptisobujici pokles aktivity, se projevuje laktosova intolerance (Juajun et al.,
2011). Ve vysokych koncentracich ma laktosa projimavé uc¢inky (Rogalski et al., 1994).
Hygroskopické vlastnosti laktosy a tendence absorbovat chuté a zapach zplsobuji
znehodnoceni chlazenych potravin jako je napiiklad krystalizace mléénych vyrobkd,
vyvoj pis¢itych nebo krupi¢natych struktur a usazenin (Carrara a Rubiolo., 1994). Proto
se intenzivné zacalo pracovat na odstranéni laktosy z mléka, kde jeden z hlavnich
parametrl je ekonomické naro¢nost procesu.

Hydrolyza laktosy miize byt katalyzovana pomoci kyselin, kationtovych
pryskyfic nebo enzymu (Hatzinikolaou et al., 2005b). Velmi zajimavou metodou je
enzymové Stépeni laktosy, protoze enzymy nemeéni nutri¢ni a technologické vlastnosti
potravin (Al-Muftah a Abu-Reesh, 2005; Hatzinikolaou et al., 2005b). Enzym miize byt
volny nebo imobilizovany. Metoda imobilizace je vyhodnéjsi z ekonomického hlediska,
protoze imobilizované enzymy, jakozto drahé katalyzatory, vétSinou vykazuji vyssi
stabilitu nez volné enzymy a je mozné jejich znovuuziti (Mateo et al., 2007). Dalsi
vyhodou imobilizovanych enzymi naproti volnym enzymm je moznost kontinualniho

uziti a jejich snadna separace z reakéni smési (Haider a Husain, 2007).

3.2.2.2 Galakto-oligosacharidy

B-galaktosidasa ma katalytickou vlastnost transglykosylace za tvorby
laktosovych derivati, zejména galakto-oligosacharidi. Jako substrat mtze slouzit jak
laktosa, tak syrovatka vznikla jako vedlejsi produkt pii vyrobé syrit (Dragone et al.,
2011). Ve vodném prostiedi kompetuje tranglykosylace s hydrolyzou, proto vznika
smés oligosacharidil, laktosy, glukosy a galaktosy (Maischberger et al., 2008). Galakto-
oligosacharidy maji nizkou kariogenicitu, sladkost, nizkou kalorickou hodnotu a plisobi
jako prebiotika podporujici riist prospéSnych bakterii laktobacilti a bifidobakterii (Sako
et al.,, 1999). Galakto-oligosacharidy nachdzeji uplatnéni ve funkcénich potravinach,

cukrovinkach, chlebu, napojich nebo nizkokalorickych sladidlech ve fermentovanych
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mlécnych vyrobcich (Gosling et al., 2010). Galakto-oligosacharidy se pfirozené
vyskytuji v matetském mléku, kravském mléku, ovoci, zeleniné a medu (Sako et al.,
1999). Lidské matetské mléko obsahuje kromé laktosy a lipidi pomérné velké mnozstvi
oligosacharidii (Bode, 2006), které maji rozdilné struktury a je znamo vice nez 100
druhti (Kobata, 2010). Tyto oligosacharidy, strukturou podobné epitelidlnimu povrchu
bunék hostitele v tlustém stfevé, plisobi jako vabicky, aby inhibovaly vazbu patogenti

a toxintll na stfevni buniky hostitele (Morrow et al., 2004).

3.2.2.3 Hydrolyza syrovatky

Celosvétové se bshem jednoho roku vyprodukuje 160 x 10° tun mléené
syrovatky (Guimaraes et al., 2010), kterd vznika primyslovym zpracovavanim mléka
pii vyrobé syrit jako vedlejsi produkt (Dragone et al., 2011). N¢kolik desetileti se
syrovatka vypoustéla jako odpad do vodniho prostiedi. Znecisténi vody se miize snizit
biokonverzi syrovatky za tvorby produktd uplatiujicich se jako krmivo pro zvitata,
lidska vyziva a jiné cukrovinky nebo produkty pro farmaceutické a zeméd¢€lské podniky
(Haider a Husain, 2007). Syrovatka obsahuje spoustu mlécnych zivin. Nejvice laktosy,
rozpustnych bilkovin, lipid, mineralnich soli a v men§im mnoZstvi mlécné a citronové
kyseliny, skupinu vitaminu B a nebilkovinné dusikaté slou¢eniny mocoviny a kyseliny
mocové (Siso, 1996).

Hydrolyzou syrovatky vznika ethanol. Vyroba ethanolu se provadi fermentaci
pouze koncentrované syrovatky, protoze vysledny obsah ethanolu je nizky a finan¢né
nejnarocngjsi je destilacni proces separace ethanolu ze zfedéného kvasen¢ho vyvaru
(Gonzalez Siso, 1996). Zahusténi syrovatky se provadi ultrafiltraci nebo susenim
pomoci spreje nebo bubnu. Ultrafiltrace je ndkladny proces, proto se uptfednostiiuje
suSeni. Vyhody suSené formy syrovatky spocivaji kromé mensi financni narocnosti také
v kompaktnim objemu, dlouhodobé stabilité a vysokému obsahu laktosy a dalSich zivin,
ktery zajistuje vysokou produkci ethanolu fermentaci (Ozmihci a Kargi, 2009; Ozmihci

a Kargi, 2007).

33 NOSICE

Za nosi¢ lze povazovat pevny nerozpustny material, na ktery je pifipevnén

ligand. Nosi¢ by mél obsahovat funk¢ni skupiny schopné vazat aktivni molekuly
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(Elnashar, 2010). Neexistuje jediny nosic¢, ktery by vynikal nad v§emi ostatnimi. Kazdy
nosi¢ ma n¢jaké vyhody a zaroven nevyhody. Aby byla imobilizace co nejucinnéjsi,
musi se zvolit vhodny nosi¢ podle danych parametrti. Idealni nosi¢ by byl fyzikalné
odolny vi¢i tlaku, biokompatibilni, hydrofilni, rezistetni vi¢i mikroorganismtim, levny,
dostupny a inertni vii¢i derivatizaci enzymu. Podle tvaru nosicii 1ze vydélit dvé skupiny,
pravidelné a nepravidelné. Tvary nosi¢li mohou byt koralky, vlakna, duté koule neboli
kapsule, tenké vrstvy a folie nebo membrany (Bickerstaff, 1995). Na Obr. 5 jsou
znazornény tvary nosicl. Nosice Ize rozd¢€lit na porézni a neporézni typ, organické
a anorganické nebo piirodni a syntetické latky (Buchholz et al., 1987; Brena a Batista-

Viera, 2006). V Tab. 2 jsou uvedeny piiklady nosi¢ti uzivanych pro imobilizaci.

Obr.5 Tvary nosici
Korélek (a), vlakno (b), kapsule (c), folie (d), membréna (e) Rizové je

naznaceny imobilizovany enzym (Cao et al., 2003).

Tab. 2 Priklady nosi¢tu uZivanych pro imobilizaci (Brena a Batista-Viera, 2006)

Typy nosict

Organické

Ptirodni polymery

* Polysacharidy: celulosa, dextrany, agar, agarosa, chitin, alginat

* Bilkoviny: kolagen, albumin

« Uhlik

Syntetické polymery

* Polystyren

* Jiné polymery: polyakrylat, polymethakrylat, polyakrylamid, polyamidy, vinyl,
allyl-polymery

Anorganické

Ptirodni mineraly: bentonit, oxid kifemicity

Zpracovavané materidly: sklo (neporézni nebo s kontrolovanou porovitosti), kovy,
oxidy kovii s kontrolovanou porovitosti
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3.3.1 Poréznost nosic¢u

Poréznost a velikost Castic je velmi dilezitym parametrem, protoze ovliviiuje
velikost povrchu, na ktery se mize navazat enzym, a tudiZz i mnozstvi enzymu
katalyzujiciho pozadovanou reakci. Pritokové vlastnosti a plocha urcujici kapacitu
enzymul jsou kontrolovany mmnozstvim a velikosti pért. Naopak neporézni nosice
vynikaji tim, ze nevykazuji difuzni omezeni substratu k enzymu nebo produktu od
enzymu. AvSak jejich maly povrch nevaze takové mnoZzstvi enzymu, jako porézni
nosice (Brena a Batista-Viera, 2006).

Nanoporézni nosi¢ s funkénimi karboxylovymi skupinami, napiiklad oxid
kifemicity s navazanymi amino a karboxylovymi funk¢énimi skupinami, je zajimavym
a slibnym materidlem pro imobilizaci enzymu, protoze na n¢j imobilizovana
organoporézni hydrolasa vykazovala dvakrat vétsi aktivitu nez volnd forma tohoto
enzymu (Lei et al., 2002). Vysoka hustota proteinii ve funkcionalizovanych
nanoporéznich nosi¢ich, ktera je dosazena jejich spontdnnim zachycenim do pért za
mirnych podminek prostfednictvim elektrostatickych sil, velmi ovliviiuje specifickou
aktivitu enzymu pies zvySeni UCinnosti enzymové imobilizace o vice nez 100%.
Utinnost enzymové imobilizace je charakterizovéna jako pomér specifickych aktivit

imobilizovaného a volného enzymu v roztoku (Lei et al., 2008).

3.3.2  Organické nosice

Organické nosice, navzdory velkému mnozstvi funkcénich skupin, jsou méné
vyhodné nez anorganické z divodu mechanickych nedostatkti a nizké odolnosti

k mikroorganismiim a organickym rozpoustédlim (Chong a Zhao, 2004).

3.3.2.1 Zelatina a agarosa

Zelatina je protein, ktery lze ziskat hydrolyzou kolagenu. Ve studené vodsd
bobtna za vzniku elastickych gelti, kdy pojme az 700 % vody (vztazeno k hmotnosti
zelatiny). K jejimu ztvrdnuti dojde reakci s aldehydy nebo solemi kovl. Na svém
povrchu obsahuje karboxylové, amino a hydroxylové skupiny, které mohou vazat
enzym. S karboxymethylcelulosou, levnym, ve vodé¢ rozpustnym derivatem celulosy,

byl vytvofen karboxymethylcelulosa-zelatinovy nosi¢. Na tento nosi¢ byla navazana
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invertasa a  zesitovana  octanem  chromitym.  Aktivita invertasy na
karboxymethylcelulosa-Zelatinovém nosici byla pomérné vysoka ve srovnani s aktivitou
invertasy imobilizované jenom na Zelatinovém nosici, ktera ¢inila 38 %. (Emregiil et al.,
1996). Vyznamnou vlastnosti thiosifi¢itanové nebo thiosiranové agarosy jako nosice je
moznost jeho znovuuziti. Po intenzivnim uzivani se inaktivovany enzym odstrani
pomoci redukénich ¢inidel a nosi¢ miize byt znovu vdzan s novym aktivnim enzymem

(Ovsejevi et al., 1998).

3.3.2.2 Celulosa

Celulosa modifikovand DEAE byla prvnim primyslové vyuzitym nosi¢em pro
imobilizaci aminoacylasy z Aspergillus oryzae. Takzvany Tanabeho proces v 60. letech
20. stoleti byl proveden za ucelem produkce L-aminokyselin (Sheldon, 2007).

Na celulosové koralky byl pomoci epichlorhydrinu imobilizovan laktozym, coz
je komeréni forma B-galaktosidasy z Kluyceromys fragilis. Uéinnost imobilizace byla
80 % (Roy a Gupta, 2003). Snizeni U¢innosti imobilizace je pravdépodobné zplisobeno
preplnénim nosice, coz ma za nasledek konformacni zménu molekuly enzymu (Reddy
a Shankar, 1989). Také doslo ke zvySeni pH optima z 6,5 na 7 v disledku modifikace
amino skupin enzymu epichlorhydrinem, celulosa jako neutralni material neméla na tuto

zménu vliv. Teplotni stabilita se u imobilizované formy zvysila (Roy a Gupta, 2003).

3.3.23 Syntetické polymerni nosice

Syntetické polymerni nosi¢e pro enzymovou imobilizaci se vyuzivaji z divodu
jejich vyhodnych vlastnosti jako je inertnost vii¢i mikroorganismim, vysokd chemicka
odolnost, moznost vyuziti komplexniho pufrovaciho systému. Nizkd cena
membranovych materialti je hlavni ditvod jejich vyuziti jako nosi¢ii pro imobilizaci
(Rauf et al., 2006). Acetat celulosa (Moccelini et al., 2011) a polymethylmetakrylat
(Salis et al., 2009), polyakrylamid (North a Chapel, 1987) jsou vyborné nosice pro
imobilizaci enzym1.

Hybridni acetat celulosa-polymethylmethakrylat se také ukazal jako vhodny
nosi¢, ktery zlepSuje stabilitu imobilizovaného enzymu v Sirokém rozsahu pH a teplot.
Enzym navazany na tuto membranu ma dobrou provozni stabilitu v disledku vytvoteni
vazeb, které zabraiuji uvolnovani enzymu z membrany. Membrana poskytuje vynikajici
mikroprostfedi, diky némuZz si imobilizovany enzym zachovava 94% stabilitu po

1 meésici skladovani. Jedinou nevyhodou acetat celulosa-polymethylmethakrylatu je
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vyssi hodnota K, pravdépodobné zpiisobend omezenou difuzi substratu a produktu
a méné¢ porézni strukturou membrany (Rauf et al., 2006). Jako dal$i nosi¢e mohou
slouzit poly-(L-lysin)-modifikovana polykarbonatovda membrana (Suye et al., 1998),
hedvébna fibroinovd membrana (Liu et al., 1995), poly(vinyl)alkohol hydrogel
(Grosova et al., 2009), polysiloxan-polyvinyl alkohol magnetickd kompozita (Neri et
al., 2008).

3.3.24 BavInéna tkanina

Bavinéna tkanina je levny, vldknity a mechanicky pevny material s velkym
povrchem, ktery je dosazen jeho vysokou porovitosti (Albayrak a Yang, 2001).
Albayrak a Yang ve své studii popsali reaktor obsahujici bavinénou tkaninu ve tvaru
volné spiraly, ktery vykazoval nizky pokles tlaku, dostacujici rychlost toku a nizké
omezeni zpisobené difuzi. Pfirodni bavlna neni vhodna na enzymovou imobilizaci pro
jeji neaktivitu, proto byla pouzita bavinéna tkanina aktivovand tosyl chloridem.
Bavinéna tkanina se ukdzala jako vhodny a levny nosi¢ pro enzymovou imobilizaci,
ktery nevykazoval vyrazné omezeni dufuzi, a nezménil vlastnosti enzymu pro tvorbu
oligosacharidi. Imobilizaci enzymu na bavinénou tkaninu se zlepsila jeho termostabilita
a operacni stabilita, ¢ehoz lze vyuzit v kontinudlnich reaktorech pro tvorbu galakto-

oligosacharidu (Albayrak a Yang, 2001).
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3.3.2.5 Konkavalin

Bioafinitni nosice se vyuzivaji pro imobilizaci enzymi, protoze téméf neméni
strukturu aktivniho mista enzymu a tim padem neni omezena difuze, ktera by snizovala
afinitu enzymu k substratu (Neri et al., 2008). Konkavalin A-Celit 545 je levny
bioafinitni nosi¢ pro imobilizaci enzymu. Pro nizkou polaritu a velkou adhezni plochu
je celit, ptirodni anorganicka latka, vhodny pro imobilizaci. Ansari a Husain zkoumali
vlastnosti B-galaktosidasy z Aspergillus oryzae imobilizované na konkavalin A-Celit
545 pomoci adsorpce a zesitovani a srovnali s volnou formou enzymu. Aktivita
imobilizovan¢ho enzymu naproti volné formé& enzymu byla vysokd viaci fyzikalnim
a chemickym vlivim. V budoucnosti by mohly byt enzymové reaktory, obsahujici levny
bioafinitni nosi¢ Konkavalin A-Celit 545, vyuzivany k hydrolyze laktosy v mlé¢nych
vyrobcich v davkovacich i kontinualnich reaktorech (Ansari a Husain, 2012). Dalsi
bioafinitni nosi¢ je konkavalin A-celulosa (Kulshrestha a Husain, 2006). Konkavalin
A byl také pouzit k vytvofeni komplexu s B-galaktosidasou. Aktivita po 7 znovuuzitich
byla jen o 8 % mensi neZ v piipad¢ konkavalinu A zesitovaného s B-galaktosidasou.
Ukazalo se, Ze tento nerozpustny komplex je velmi porézni a aktivni misto enzymu je

snadno pfistupné pro substrat (Haider a Husain, 2007).

3.3.3  Anorganické nosice

Mezi vyhody anorganického materidlu patii tepelnd a mechanicka stabilita,
netoxicita, rezistivita k mikroorganismiim a odolnost vic¢i organickym rozpoustédlim

(Tischer a Wedekind, 1999).

3.3.3.1 Nanocastice a mikrocastice

Bézné magnetické nanocastice a mikrocastice obsahuji Fe, Co, Ni, Mn, Cr nebo
Gd a to ve formé kovt, slitin (Fe, FeCo, FePt) nebo oxidli kovt (Fe,0s), pficemz kovy
a slitiny vykazuji nejvyssi magnetizaci. Jejich nedostatkem, krom¢ oxida kova, které
jsou stabilni, je snadna oxidace, a proto musi byt pouzivany pouze pokryty hustou
vrstvou stabilnich materidld viici oxidaci (Hofmann-Amtenbrink et al., 2010).
Povrchové materialy mohou byt napfiklad oxid ktemicity (Kim et al.,, 2005),
polyvinylalkohol (Neri et al., 2008), zlato (Long et al., 2010), uhlik (Olurode et al.,
2012), véapenata sul poly(y-glutamové kyseliny) (Kumar et al., 2010). Magnetické

-32 -



Castice jsou Casto pramyslové vyuzivany diky svym specidlnim vlastnostem, jako
reakce s vnéjSim magnetickym polem, kterd umoziiuje snadné oddéleni enzymu
z reakéni smési, produkce tepla ve sttidavém magnetickém poli, mensi odpor pienosu
hmoty, mensi znecisténi a velky povrch pro navazani enzymu. (Laurent et al., 2008;
Halling a Dunnill, 1980). Multibodové ptipojeni enzymu k povrchu nanocastic zvySuje
stabilitu enzymu, protoze sniZzuje rozvijeni proteinu (Jia et al., 2003). Pro pouziti
magnetickych nanocastic je vyzadovano, aby byly stabilni, m€ly jednotnou strukturu
a byly dobfe rozptyleny v roztoku. Magnetické nanocastice jsou anizotropni, navzajem
se dipolarné pfitahuji a maji tendenci se shlukovat, ¢imz ztraci charakteristické
vlastnosti pro jednu castici. Proto se magnetické nanocastice povrchové modifikuji
pomoci povrchové aktivnich latek neboli surfaktantli, které zabrani jejich shlukovani.
Ale nevyhodou je, Ze povrchové upravené nanocastice maji znacn¢é snizenou reaktivitu
v disledku zmenSeni jejich rozméri a pii pfimém styku s biologickym prostiedim
muze byt potazeni magnetickych nanocastic inertnim materialem, naptiklad oxidem
kiemicitym, ktery zabrani jejich agregaci a zlepSi chemickou stabilitu. Potahovy
material mize obsahovat funk¢ni skupiny, na které 1ze navazat specifické ligandy. Toho
1ze vyuzit naptiklad v diagnostice, kdy specifickymi ligandy budou protilatky (Lu et al.,
2002). Manipulace s jedinou nanocastici je obtizna z divodu nizké magnetické
citlivosti, proto se z magnetickych nanocastic cilen¢ vytvaii veétsi agregaty
s kontrolovanou strukturou (Paquet et al., 2010).

Nanocastice oxidu zinecnatého mohou slouzit jako nosi¢ pro imobilizaci
enzymul. Pomoci adsrobce byla imobilizovana B-galaktosidasa z Aspergillus oryzae na
nanodastice oxidu zine¢natého (ZnO-NC) a na nativni oxid zine¢naty (ZnO). Uginnost
immobilizace byla v p¥ipadé ZnO-NC 85 %, zatimco u ZnO jen 60 %. Jak volny, tak
ob¢ formy vazaného enzymu vykazovaly stejné pH optimum a stejnou optimalni
teplotu. Se zvysujicimi se hodnotami pH nebo teploty méla nejvyssi aktivitu ZnO-NC
forma enzymu. Po 7 opakovanych pouziti vykazoval enzym véazany na ZnO 61 %
a vazany na ZnO-NC 75 % své aktivity. Diky témto vlastnostem jsou nano&astice oxidu

zine¢natého vhodnym nosi¢em pro imobilizaci enzymt (Husain et al., 2011).

3.3.3.1.1 Priprava nanocastic a mikrocastic
Existuje nékolik metod pifipravy nanocastic a mikroCastic, naptiklad

hydrotermalni metoda, koprecipitace zelezitych a Zeleznatych iontd v alkalickych
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roztocich, pfiprava pomoci ultrazvuku, termalni rozklad organokovovych prekurzort
nebo solvotermalni technika.

Levnd a jednoduchd metoda pro syntézu magnetickych mikrocastic je
hydrotermalni metoda, kdy vznikaji homologické Castice s nastavitelnou velikosti
a morfologii. Hydrotermalni metoda se provadi pomoci reakci ethandiolu (C,H¢O»),
kyanozelezitanu draselného (K3;Fe(CN)g), hydroxidu sodného (NaOH) a dihydratu
hydrazinu (N,H4-H,0). Morfologické zmény (oktaedr nebo krychle) 1ze tcelné provést
regulaci poméru koncentrace NaOH a C,H¢O,. Obé formy castic vykazovaly
feromagnetické chovani (Chen et al., 2012).

Koprecipitace zelezitych a Zeleznatych iontl v alkalickych roztocich je dalsi
metodou piipravy magnetickych ¢astic. Pfesné mnozstvi zeleznatych a zelezitych ionta
rozpusténych v minimalnim mnozstvi vody se smiché s hydroxidem sodnym a napitiklad
vodivym polymerem za zvysené teploty. Naslednym ochlazenim a promytim se ziska
polymer s magnetickymi vlastnostmi (Karaoglu et al., 2011).

Ptiprava magnetickych ¢astic pomoci ultrazvuku neboli sonochemicky je levna,
snadnd a nezatézujici zivotni prostfedi, u¢inna a rychlad metoda piipravy. Probiha ve
ttech krocich. Nejprve se sraZenim vytvoii nanocastice magnetitu, dale se tyto Castice
obali (3-aminopropyl)triethoxysilanem, ktery jim poskytne svou aminoskupinu,
a nakonec se ultrazvukem v roztoku (3-aminopropyl)triethoxysilanem pokrytych ¢astic
a diaminu stiibrného redukuje stiibro za absence redukcnich ¢inidel (Zhang et al.,
2010b).

Dalsi metodou je termalni rozklad organokovovych prekurzord. Termalnim
rozkladem acetylacetonu Zelezit¢tho v pfitomnosti kyseliny olejové byly piipraveny
nanokrystaly magnetitu. Reak¢éni rychlost, ktera je ovlivnéna rychlosti ohfevu, urcuje
tvar a funkci nanokrystalti (Zhang et al., 2011).

Solvotermalni metodou byly syntetizovany organické polymery upravené
hybridnim anorganickym nanomateridlem, hydrofilni formaldehydové pryskyfice
upravené¢ nanokrystaly magnetitu. Reakce probihd v jednom kroku pii 160°C bez
ochrany inertnim plynem. Smés vody a glykolu byla pouzita jako rozpoustédlo.
Zdrojovymi materialy byly skalice zelend, fenol a hexamethylentetramin. Vysledné
nanokrystaly vykazuji slabé magnetické vlastnosti a vysokou saturacni magnetizaci.
Tato metoda je levnd, ekologicka a ekonomicka (Ma et al., 2011).

Mikrocastice se také piipravuji polymeracnimi reakcemi. Mezi tyto metody patii

suspenzni polymerace, emulzni polymerace, disperzni polymerace, interfazova nebo
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volnd  radikdlovd  polymerizace,  polyesterovd  elongacni  polymerizace,
mikroenkapsulace a agregacni procesy. Emulznim agrega¢nim procesem ze siranovych
polyesterovych nanocastic byly ptipraveny kopolyestery mikroc¢astic. Kopolyestery
byly rozptyleny v horké vod¢ za vzniku emulzi. Z této emulze procesem emulzni
agregace za piitomnosti octanu zineCnatého a chloridu hofecnatého byly zikany

mikrocastice jednotné velikosti a tvaru (Subramani et al., 2009).

3.3.3.1.2 Modifikace nanoc¢astic a mikrocastic

Magnetické mikrocastice nemaji tak velkou kapacitu pro enzym, jako porézni
nosice. Proto se posledni studie zabyvaji vytvofenim hybridnich nosic¢t, ve kterych bude
kombinovan mezoporézni materidl se zaclenénymi magnetickymi ¢asticemi. Magnetit
mezoporézni oxid kfemicity vykazoval zlepSenou imobilizaci enzymu (Kim et al.,
2005). Dalsi zkoumanou metodou je jednoenzymova nanocasticova technologie. Enzym
upraveny touto metodou vykazuje dobrou stabilitu za drsnych podminek, protoze kazda
molekula enzymu je obklopena tenkou vrstvou (n€kolik nanometri) organické nebo
anorganické latky (Kim a Grate, 2003).

Magnetické koralky mohou byt modifikované chitosanem. ProtoZe chitosan je
pfirodni organicky polymer, je obtizné do n& homogenné zanést anorganické
magnetické koralky, aby se vytvoftila vysoce G¢inna organicko-anorganicka sloucenina.
Ptiprava téchto sloucenin v praci Hu byla provedena 2 zptisoby: metodou reverzni fazni
suspenze se zesitovanim a precipitacni metodou. Magnetické Castice modifikované
chitosanem prav¢ diky chitosanu vykazovaly vyborné vlastnosti jako chelata¢ni t€inky,
nizkou cenu, netoxicitu, adsorp¢ni vlastnosti a zaroven byly snadno magneticky
separovatelné (Yang et al., 2009).

Magnetické castice 1ze modifikovat celulosou. V praci Namdea byly ptfipraveny
magnetické nanocastice pokryté celulosou. Pfiprava se skladala ze tfi krokid. Nejdiive
byla rozpusténa celulosa v hydroxidu sodném a mocovin€. Nésledn¢ se vmichal
magnetit do roztoku celulosy a nakonec byly ziskany magnetické ¢astice modifikované
celulosou vysrazenim této suspenze v siranu amonném (Namdeo a Bajpai, 2009).

Povrchnim elektrostatickym seskupovanim pozitivn€ nabitych nanocastic
magnetitu na povrchu negativné¢ nabitych poly(N,N’-methylenbisakrylamid-ko-
methakrylat) mikroc¢astic s naslednym odstranénim polymerniho jadra pomoci kalcinace
za vysokych teplot lze pfipravit duté porézni magnetické mikrocastice. Tloustka stény

mikrocastic je kontrolovana pomoci poméru magnetitu a polymeru. Velikost dutiny lze
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regulovat velikosti polymernich mikroc¢éastic. Vyhodou téchto dutych magnetickych
mikrocastic je porézni struktura s velkym specifickym povrchem, moznost ovladani
magnetickym polem diky tenké vrstvé seskupeného magnetitu, volny prostor
s permeabilni sténou, do kterého miize byt ulozena a kontrolované uvoliiovéana cilova
molekula, a nizka hustota. Povrchovou modifikaci lze vlastnosti ovlivnit (Liu et al.,
2012).

Sol-gel technikou se produkuji koralky, které ¢asteCné pronikaji siti
polyvinylalkoholu a polysiloxanu. Tyto koralky se pifevedou na praSek a nasledné se
nechaji srazet spolu s zeleznatymi a zelezitymi ionty, ¢imz ziskaji magneticky
charakter. Pomoci glutaraldehydu se aktivuji a zaroven pfipoji s molekulami enzymu.
Enzym imobilizovany na tento levny magneticky nosi¢ vykazoval stejné optimum pH
(6,5) 1 teploty (50°C). Navic po 20 cyklech pouziti pii 25°C nebo po 24 hodinach pii
35°C vykazoval 50 % své plivodni aktivity, zatimco volny enzym aktivitu zcela ztratil
(Neri et al., 2008). Pomoci sol-gel techniky lze také modifikovat nanocastice oxidu
zeleza jejim potazenim oxidem kiemicitym. Tloustku potahu oxidem kiemicitym lze
ovladat od 2-100 nm pomoci zmén koncentrace sol-gel roztoku. Do potahu oxidu
kfemicitého lze ptfidat fluorescencni barviva, kterd maji uplatnéni pfi fluorescencni

mikroskopii (Lu et al., 2002).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

41 MATERIALY

2-nitrophenyl B-D-galaktopyranosid
-galactosidasa z Kluyveromyces lactis
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Hexahydrat chloridu hotecnatého
Hydrogenfosfore¢nan draselny
Hydroxid sodny

Jodistan sodny

Kyselina borita

Kyselina octova (>99,7%)

Kyselina trihydrogenfosfore¢na (85%)

Magnetické mikroc¢astice modifikované celulosou

4.2 PRISTROJE

Analytické vahy

Automaticky rotator Multi Bio RS-24
Digitéalni predvazky

Elektromagnetickd michacka

pH metr inoLab Level 1

Pipety 1p-5ml

Spektrofotometr Biochrom (WPA)
Termocycler TProfessional Gradient 96

Vortex MS-1
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Sigma (Svycarsko)
Sigma-Aldrich (CR)
Merck (Némecko)
Lachema (CR)
Merck (Némecko)
Lach-Ner (CR)
Sigma Aldrich (USA)
Chemapol (CR)
Sigma Aldrich (USA)
Chemapol (CR)
Tontosorb (CR)

Sartorius (Némecko)
Biosan (Litva)

Kern (Némecko)

IKA (Némecko)
WTW (Némecko)
Eppendorf (Némecko)
Biochrom Ltd. (VB)
Biometra (Némecko)

IKA (Némecko)



4.3 METODY

4.3.1  Slozeni a vlastnosti pouzivanych mikrocastic

Makroporézni celulosové perlicky, komeréné¢ zvané Perloza, jsou tvofeny
vysoce porézni celulosou s heterogenni Casteéné mikrokrystalickou matrix, tvorici
strukturu polymeru stabilizovaného pouze vodikovymi mitstky, ale ne kovalentnim
zesitovanim. Existuji 4 typy celulosovych kuli¢ek rozd€lené podle poréznosti na MT
50, MT 100, MT 200 a MT 500. Koralky jsou vyrabény v riznych velikostech. V této
studii byly pouzity celulosové koralky typu MT 100 s rozsahem rozméra 50-80 um.

Vyhodné vlastnosti mikroporéznich celulosovych perlicek jsou dobra
mechanickd a chemicka stabilita, biokompatibilita s nejpouzivanéjSimi rozpoustédly
a pufry, snadnd separace, vysokd poréznost a hydrofilita  matrix

(http://www.iontosorb.cz/bead.htm).

4.3.2  Stanoveni aktivity p-galaktosidasy

Stanoveni aktivity B-galaktosidasy bylo provedeno spektrofotometricky. Jako
substrat byl pouzit ONPG, ktery byl katalyticky zhydrolyzovan na barevny produkt
2-nitrofenol. Zluté zabarveni roztoku produktem bylo zméfeno pomoci
spektrofotometru pii 405 nm. Postup méfeni aktivity volné B-galaktosidasy spociva v
napipetovani 1690 pl pufru (K-P;, 0,1 mol.I", pH=7; MgCl, 4 mmol.I") a 10 pl
B-galaktosidasy (100x fedéné) do sklenéné kyvety. Piidanim 300 pl substratu (10
mmol.I'") se nastartuje katalytick reakce. M&f se zmény absorbance v intervalech 60
sekund po dobu 4 minut. V piipadé¢ imobilizované B-galaktosidasy se nejdiive do
kyvety pfenesou magnetické mikrocéstice s imobilizovanou B-galaktosidasou (10 mg),
potom se do kyvety napipetuje 1700 pl pufru. Reakce se nastartuje pridanim 300 pl
substratu (10 mmol.I"). Absorbance se méfila po 60 sekundach, kdy 30 sekund byl
roztok michan a 30 sekund byl usazovan pomoci magnetu. Vzdy se méfila absorbance
roztoku s imobilizovanou B-galaktosidasou tak, ze magnetické Castice byly usazeny na

dné kyvety.
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A -V

.. A
Aktivita se vypocita podle vztahu o

At-g-1
i—’; ................. aktivita (katal; kat)
AA zména absorbance
At Cas (sekunda; s)
| objem roztoku v kyveté (litr; /)
Everreeerreenreeens molarni absorpéni koeficient (litr-mol ' -centimetr™; I'mol”-em™)
Loeiooiiiiiiiai, tloustka kyvety (centimetr; cm)

4.3.3 Imobilizace B-galaktosidasy

Do eppendortky bylo navdzeno 10 mg magnetickych mikrocastic
modifikovanych celulosou a piidano 300 pl jodistanu sodného (0,1 mol.I""). Nésledng se
eppendorfky nechaly tfepat po dobu 2 hodin pfi laboratorni teploté, aby doslo k aktivaci
hydroxylovych skupin celulosy jodistanem sodnym. Po wuplynul¢ dobé byly
mikro&astice promyty pufrem (K-P;, 0,1 mol.l', pH=7; MgCl, 4 mmoll") pro
odstranéni nadbyte¢ného jodistanu sodného. Poté se do eppendorfky napipetovalo 5 pl
B-galaktosidasy (nefedény komer&ni preparat 100%) a 295 pl pufru (K-P;, 0,1 mol.l”,
pH=7; MgCl, 4 mmol.I"") a nasledng se nechalo tfepat pomoci automatického rotatoru
ptes noc pii 5°C. Béhem tfepani by mélo dojit k navazani enzymu na mikrocastice pies
aktivované hydroxylové skupiny celulosy. Druhy den byl odstranén roztok enzymu
a mikro&astice byly promyty pufrem (K-P;, 0,1 mol.I"', pH=7; MgCl, 4 mmol.I"), aby se
odstranil nenavazany enzym. Na Obr. 6 je zndzornéna aktivace hydroxylovych skupin

celulosy a nasledné kovalentni navazani enzymu.

celulosa celulosa dialdehyd imobilizovany enzym

Obr. 6 Aktivace hydroxylovych skupin celulosy a nasledn4 vazba enzymu
Plsobenim jodistanu sodného dochédzi k rozstépeni sacharidového kruhu.

Hydroxylové skupiny celulosy jsou oxidovany na aldehydové skupiny. Tyto aldehydové
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skupiny vytvareji kovalentni vazbu s aminoskupinami enzymu (upraveno dle Namdeo

a Bajpai, 2009).

4.3.4  Stanoveni vazebné kapacity B-galaktosidasy

Vazebna kapacita B-galaktosidasy na magnetické mikrocastice modifikované
celulosou byla stanovena metodou Bradfordové. Princip této metody spoc¢iva v navazani
barviva Coomassie Brilliant Blue G250 na molekuly proteinu v kyselém pH.
Trifenylmethanova skupina se vaze na nepoldrni Casti proteinu. Na vedlejsi fetézce
aminoskupin, které nesou kladny naboj (pf. arginin), se véaze anion sulfoskupiny.
Vazbou barviva na molekulu proteinu dojde k modrému zbarveni, které se méfi
spektrofotometricky pfi 595 nm. Zbarveni je pfimo imérné mnozstvi proteinu (BSA,
-galaktosidasy).

Nejdiive byl ptipraven standardni roztok proteinu (BSA, 25 ug.ml'l) smichanim
10 mg BSA a 400 ml destilované vody. S vyuzitim tohoto standardniho roztoku bylo
piipraveno 10 zkumavek kalibracnich standardi o objemu 1 ml se vzrlstajici
koncentraci BSA v rozsahu 2,5 - 25 pg.ml™”. Jako blank byla pouzita zkumavka s 1 ml
destilované vody. Do kazdé zkumavky byly pfidany 2 ml ¢inidla Bradfordové a rychle
promichény.

Byly piipraveny vzorky o zkoumané koncentraci (-galaktosidasy. Zkoumany
vzorek byl dvojiho typu. Prvni typ zkoumaného vzorku byl ziskdn smichanim 5 pl
B-galaktosidasy (nefedény komer&ni preparat 100%) a 295 ul pufru (K-P;, 0,1 mol.l”,
pH=7; MgCl, 4 mmol.I""). Druhy typ zkoumaného vzorku byl supernatant, ktery byl
ziskan imobilizaci B-galaktosidasy popsanou v kapitole 4.3.3. Oba typy vzorkl byly 10
krat nafedény. Byly pfipraveny 3 zkumavky o objemu 1 ml se zkoumanym fedénym
vzorkem prvniho typu a 3 zkumavky o objemu 1 ml se zkoumanym fedénym vzorkem
druhého typu. Do kazdé zkumavky byly pfidany 2 ml Cinidla Bradfordové a rychle
promichény.

Po 5 minutich byla meéfena absorbance jednotlivych vzorkli. Vynesenim
kalibra¢niho grafu zavislosti absorbance kalibracnich standardi na koncentraci BSA

byla =ziskdna rovnice regrese, z které byla vypocitana celkova koncentrace
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B-galaktosidasy  ve zkoumanych  vzorcich. Dosazenim do vztahu:

vazebna kapacita= -V, z¢ V)
m
Cy wevene koncentrace zkoumaného vzorku 1. typu (volna p-galaktosidasa) (pg.ul™)
[ koncentrace zkoumaného vzorku 2. typu (supernatant) (pg.pul™)
Vi objem roztoku zkoumaného vzorku 1. typu (ul)
Voo objem roztoku zkoumaného vzorku 2. typu (ul)
m......... hmotnost mikrocastic (mg)

byla vypocitana vazebna kapacita B-galaktosidasy na 1 mg magnetickych mikrocastic
modifikovanych celulosou. Mnozstvi -galaktosidasy ve vzorku 1. typu na 1 mg nosice
bylo uréeno jako 100 %. K této hodnoté byl vztazen a urcen imobilizac¢ni vytézek

v procentech.

4.3.5 Kontrola aktivity p-galaktosidasy

Pied kazdym méfenim zmény absorbance imobilizované B-galaktosidasy byly
Gastice s navazanou B-galaktosidasou promyty 8 krat pufrem (K-P;, 0,1 mol.I"", pH=7;
MgCl, 4 mmol.l") za Glelem odstranéni nenavazené P-galaktosidasy. Dostatedné
promyti mikro¢astic s imobilizovanou B-galaktosidasou bylo kontrolovdno
spektrofotometricky. Do kyvety bylo napipetovano 1700 ul pufru (K-P;, 0,1 mol.l”,
pH=7; MgCl, 4 mmoll"), ktery byl odebran z eppendorfky s imobilizovanou
B-galaktosidasou na mikroéasticich. Castice byly drzeny na dné eppendorfky pomoci
magnetu. Reakce byla nastartovana pfidanim 300 pl substratu ONPG (10 mmol.I™").
Byla méfena zména absorbance B-galaktosidasy pii 405 nm v intervalu 60 sekund po
dobu 4 minut. Pfi dostatecném promyti mikrocastic byla tato aktivita nulova, coz
znaCilo nepiitomnost volné B-galaktosidasy v pufru nad c¢asticemi. Tudiz nésledné
méieni aktivity B-galaktosidasy s Casticemi zahrnovalo pouze aktivitu imobilizované

[-galaktosidasy.

4.3.6 Stanoveni pH optima B-galaktosidasy

V této metod¢ se stanovuje pH hodnota, pii které B-galaktosidasa vykazuje

nejvyssi aktivitu. Byly méfeny absorbance a stanoveny aktivity [-galaktosidasy
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v rozsahu hodnot pH 4-10. Byly pfipraveny Britton-Robinsonovi pufry (MgCl,
4 mmol.l'l) o ur¢enych hodnotach pH (4; 5; 6; 7; 8; 9; 10). Pfed méfenim byla volna
1 imobilizovana B-galaktosidasa 45 minut inkubovana v pufru o daném pH. Pro méteni
absorbance volné B-galaktosidasy bylo do kyvety napipetovano 1690 ul pufru o dané
hodnoté pH (Britton-Robinson; MgCl, 4 mmol.1") a 10 pul enzymu (100x fedény).
Nakonec bylo pfidano 300 pl substratu ONPG (10 mmol.I") a byla mé&fena zména
absorbance v intervalu 60 sekund po dobu 4 minut. V pfipadé¢ imobilizované
B-galaktosidasy byly do kyvety pfeneseny mikrocastice s navazanym enzymem a bylo
napipetovano 1700 pl pufru o dané hodnoté pH (Britton-Robinson; MgCl, 4 mmol.I™").
Po pridani 300 pl substratu (10 mmol.I"") byla mé&fena zména absorbance v intervalu 60
sekund po dobu 4 minut. Stanoveni pH optima bylo také provadéno ve fosfatovém
pufru (K-P;, 0,1 mol.I''; MgCl, 4 mmol.I'"), ale nakonec pro jeho maly rozsah pufracni
kapacity (pH 6-8) bylo provadéno v Britton-Robinsonovych pufrech.

4.3.7  Stanoveni termostability B-galaktosidasy

Stanoveni termostability [-galaktosidasy spocivalo v meéfeni absorbance
a stanoveni aktivity B-galaktosidasy v rozsahu teplot 25-58,3°C. Eppendorfky s volnou
B-galaktosidasou (50 pl 100 krat fedéného enzymu v pufru (K-P;, 0,1 mol.l”, pH=7;
MgCl, 4 mmol.I'")) a imobilizovanou B-galaktosidasou (10 mg &astic v 50 pl pufru
(K-P;, 0,1 mol.I”, pH=7; MgCl, 4 mmol.1™)) byly inkubovany pii danych teplotach °C
(25; 30,1; 33,7; 38,6; 41,2; 43,9; 46,3; 49,6; 53,4; 55,7; 58,3) po dobu 30 minut. Potom
byly ulozeny v ledu. Pro zméfeni absorbance volné B-galaktosidasy bylo do kyvety
napipetovano 1690 ul pufru (K-P;, 0,1 moll’, pH=7; MgCl, 4 mmol.l™"), 10 pl
inkubované B-galaktosidasy (100x fedénd) pii dané teploté. Nakonec bylo ptidano 300
ul substratu ONPG (10 mmol.I"") a byla mé&fena zména absorbance v intervalu 60
sekund po dobu 4 minut. Aktivita imobilizované B-galaktosidasy byla stanovena tak, ze
do kyvety byly pieneseny mikrocCastice s navazanou B-galaktosidasou inkubovanou pii
dané teploté a bylo napipetovano 1700 ul pufru (K-P;, 0,1 mol.I”, pH=7; MgCl,
4 mmol.I""). Pfidanim 300 pl substratu ONPG (10 mmol.I"") byla zapolata katalytické

reakce a byla méfena zména absorbance v intervalu 60 sekund po dobu 4 minut.
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4.3.8 Stanoveni funkéni Casové stability

Funk¢ni Casovou stabilitou se rozumi stabilita enzymu v Case. Stanovuje se
aktivita B-galaktosidasy skladované pii laboratorni teploté¢ po dobu 24 hodin. Byly
uréeny Casové body v hodindch, kdy byly méfeny absorbance (0; 1; 2; 5; 15; 19; 24).
Do kyvety, pro méteni absorbance volné B-galaktosidasy, bylo napipetovano 1690 ul
pufru (K-P;, 0,1 mol.I"", pH=7; MgCl, 4 mmol.I"") a 10 pl B-galaktosidasy (100x fedény
komeré&ni preparat). Nakonec bylo piidano 300 pl substratu ONPG (10 mmol.l™") a byla
méfena absorbance, kterd byla zaznamenana jako hodnota absorbance v ¢ase 0 hodin.
Druha hodnota v ¢ase 1 hodina byla ziskana tak, ze eppendortka s enzymem (100x
fedény komercni preparat) byla pred méfenim ponechdna po dobu jedné hodiny
v laboratorni teplot¢ a absorbance byla mefena vySe popsanym postupem. Hodnota v
case 2 hodiny byla méfena se vzorkem ponechanym 2 hodiny pii laboratorni teploté.
Dalsi hodnoty byly ziskany analogicky. Celkem bylo naméfeno 7 hodnot. Pro stanoveni
imobilizované formy B-galaktosidasy bylo do kyvety vlozeno 10 mg magnetickych
mikro&astic a napipetovano 1700 pl pufru (K-P;, 0,1 mol.I"", pH=7; MgCl, 4 mmol.l™").
Dale bylo pripipetovano 300 pl substrstu ONPG (10 mmoll') a byla méfena
absorbance v ¢ase 0 hodin. Pro stanoveni hodnoty v ¢ase 1 hodina byla eppendorfka
s imobilizovanym enzymem a pufrem (K-P;, 0,1 mol.I"", pH=7; MgCl, 4 mmol.I"") pied
méfenim ponechdna v laboratorni teploté po dobu jedné hodiny. Po té byla méfena
absorbance zptusobem popsanym pro imobilizovanou formu. Dals§i hodnoty byly opét

ziskany analogicky. Celkem bylo naméfeno 7 hodnot.

4.3.9  Stanoveni stability pri skladovani

Byly stanoveny aktivity volné a imobilizované -galaktosidasy pii skladovani po
dobu c¢tyt tydnti v intervalech 1 tyden. Eppendorfky s volnou i imobilizovanou
B-galaktosidasou byly uskladnény v lednici pfi 5°C. Pro stanoveni stability volné
[-galaktosidasy bylo do kyvety napipetovano 1690 ul pufru (K-P;, 0,1 mol.I”, pH=7;
MgCl, 4 mmol.1™") a 10 ul B-galaktosidasy (100x fedény komer¢ni preparat). Po pfidani
300 pl substratu ONPG (10 mmol.I") byla m&fena zména absorbance v intervalu 60
sekund po dobu 4 minut, ktera byla zaznamenana jako hodnota zmény absorbance

v Case 0 tydni. Aktivita f-galaktosidasy byla dale meétena po 1, 2, 3 a 4 tydnech.
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Aktivita p-galaktosidasy v case 0 tydnl byla oznacena jako 100 %. Stabilita
imobilizované B-galaktosidasy byla stanovena analogicky jako stabilita volné formy
enzymu s rozdilem, ze do kyvety byly pfeneseny mikroCastice s navazanou
B-galaktosidasou (10 mg) a mnozstvi pufru (K-P;, 0,1 mol.I"', pH=7; MgCl, 4 mmol.I"")
napipetovaného do kyvety bylo 1700 pl.

4.3.10 Stanoveni Michaelisovy konstanty p-galaktosidasy

Byla stanovena Michaelisova konstanta pro volnou a imobilizovanou formu
B-galaktosidasy. Byly méfeny absorbance a stanoveny aktivity (-galaktosidasy pfi
danych hodnotach koncentrace substratu ONPG (2, 4, 6, 8, 10 mmol‘l'l). Pro méfeni
absorbance volné formy B-galaktosidasy bylo do kyvety napipetovano 1690 ul pufru
(K-P;, 0,1 mol.I”, pH=7; MgCl, 4 mmol.I") a 10 ul B-galaktosidasy (100 krat fedény
komeréni preparat). Nakonec bylo pfidano 300 ul ONPG (o dané koncentraci mmol.1™)
a byla méfena zména absorbance v intervalu 60 sekund po dobu 4 minut. V ptipadée
imobilizované [-galaktosidasy bylo do kyvety vlozeno 10 mg  magnetickych
mikro&astic a napipetovano 1700 pl pufru (K-P;, 0,1 mol.I", pH=7; MgCl, 4 mmol.I"").
Dale bylo piipipetovano 300 ul ONPG (o dané koncentraci mmol.l™") a byla mé&fena
zména absorbance v intervalu 60 sekund po dobu 4 minut. Byl sestrojen graf zavislosti
absorbance na koncentraci substratu ONPG v Lineweaver a Burkové vyneseni.

Dosazenim do rovnice regrese za piedpokladu, ze y=0, bylo vypocitano x. A ze vztahu

-1 . .
xX= o byla vypocitana Michaelisova konstanta.
m

4.3.11 Stanoveni operacni stability p-galaktosidasy

Stanoveni operani stability se provadi pouze s imobilizovanou
B-galaktosidasou. Cilem je stanovit aktivitu enzymu vzhledem k jeho opétovnému
pouziti. Do kyvety bylo vloZzeno 10 mg magnetickych mikro¢astic modifikovanych
celulosou s imobilizovanou B-galaktosidasou a napipetovano 1700 ul pufru (K-P;, 0,1
mol.I”, pH=7; MgCl, 4 mmol.1™"). Reakce byla nastartovéna pfipipetovanim 300 pl
ONPG (10 mmol.I'"") do kyvety a v 60 sekundovych intervalech byla mé&fena zména
absorbance po dobu 4 minut. Potom byly Castice 5 krat promyty pufrem (K-P;, 0,1

-44 -



mol.I"!, pH=7; MgCl, 4 mmol.I"") a cely cyklus byl opakovan. Celkem bylo namé&feno
10 cykla.
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6 SEZNAM ZKRATEK

BSA
DEAE
ELISA
Gal

Glu
GMA
MMA
mPOS-PVA
ONPG
OR
PVA
X-gal
ZnO
ZnO-NC

hovézi sérovy albumin

diethylaminoethyl

imunologicka metoda k detekci protilatek
galaktosa

glukosa

glycidylmethakrylat

methylmethakrylat

polysiloxan-polyvinyl alkohol magnetické komposita
o-nitrofenyl-pB-D-galaktopyranosid

aglykon

polyvinylalkohol

5-bromo-4-chlor-3-B-indoyl-D- galaktopyranosid
nativni oxid zinecnaty

nanocastice oxidu zine¢natého
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