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ZZíískskáánníí enzymenzymůů

•• zdroje enzymzdroje enzymůů
•• izizolace olace a a purifikapurifikaččnníí postupypostupy
•• uchovuchováávváánníí a stabilizacea stabilizace
•• kkomeromerččnníí dodavateldodavateléé
•• sstudium strukturytudium struktury

Zdroje enzymZdroje enzymůů
•• enzym lze zenzym lze zíískat z jakskat z jakééhokoliv organismuhokoliv organismu
•• z cca 100 enzymz cca 100 enzymůů poupoužžíívaných prvaných průůmyslovmyslověě

pochpocháázzíí ppřřes 50% z ples 50% z plíísnsníí a kvasinek, 30% z a kvasinek, 30% z 
bakteribakteriíí, 8% z , 8% z žživoivoččichichůů a 4% z rostlina 4% z rostlin

•• propročč se preferujse preferujíí mikrobimikrobiáálnlníí zdrojezdroje
–– levnlevněějjšíší produkceprodukce
–– leplepšíší kontrola a pkontrola a přředpovedpověěditelnost obsahu enzymuditelnost obsahu enzymu
–– snazsnazšíší zzíískskáánníí surovsurovéého materiho materiáálu o konstantnlu o konstantníím m 

slosložženeníí
–– v v žživoivoččiiššnnéém a rostlinnm a rostlinnéém materim materiáálu je vlu je vííce ce 

šškodlivých slokodlivých složžek (proteasy, inhibitory, fenolickek (proteasy, inhibitory, fenolickéé
slosložžky)ky)

•• snahy o zlepsnahy o zlepššeneníí poupoužžititíím tkm tkááňňových kulturových kultur
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NejbNejběžěžnněějjšíší enzymyenzymy

maso++Epapájový latex3.4.22.2papain

potraviny-Isojové boby1.13.11.12lipoxygenasa

potraviny-Efíkovníkový latex3.4.22.3ficin

pivo++Eslad3.2.1.6β-glukanasa

pivo-Eananasový latex3.4.22.4bromelain

pivo+++Eslad3.2.1.2β-amylasa

pivo+++Eslad3.2.1.1α-amylasa

potraviny-Ekiwi3.4.22.14aktinidin

rostlinný původ

kůže-Epankreas3.4.21.4trypsin

sýry+Ežaludek telat (slez)3.4.23.4syřidlo

potraviny-Epankreas3.1.1.3lipasa

kůže-Epankreas3.4.21.1chymotrypsin

potraviny-Ijátra1.11.1.6katalasa

živnočišný původ

PoužitíRozsah 
produkce

Intra /
extra
cel.

ZdrojEC čísloEnzym

+++ > 100; ++ > 10; + > 1; - < 1 tun/rok

NejbNejběžěžnněějjšíší enzymyenzymy

potraviny-ISaccharomyces3.2.1.22rafinasa

potraviny-ECandida3.1.1.3lipasa

mléčné produkty-I/EKluyveromyces3.2.1.23laktasa

sladkosti-I/ESaccharomyces3.2.1.26invertasa

z kvasinek

škrob-EKlebsiella3.2.1.41pullulanasa

detergenty+++EBacillus3.4.21.14proteasa

léčiva-IBacillus3.5.1.11penicilinamidasa

fruktosový sirup++IBacillus5.3.1.5glukosaisomerasa

zdravotnictví-IEscherichia coli3.5.1.1asparaginasa

škrob+EBacillus3.2.1.2β-amylasa

škrob+++EBacillus3.2.1.1α-amylasa

bakteriální

PoužitíRozsah 
produkce

Intra /
extra
cel.

ZdrojEC čísloEnzym
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NejbNejběžěžnněějjšíší enzymyenzymy

potraviny-IMortierella3.2.1.22rafinasa

pečení+EAspergillus3.4.23.6proteasa

nápoje-EAspergillus4.2.2.10pektinlyasa

nápoje++EAspergillus3.2.1.15pektinasa

sýry++EMucor miehei3.4.23.6syřidlo

potraviny-ERhizopus3.1.1.3lipasa

mléčné
produkty-EAspergillus3.2.1.23laktasa

potraviny-IAspergillus1.1.3.4glukosaoxidasa

potraviny-EPenicillium3.2.1.11dextranasa

odpady-ETrichoderma3.2.1.4celulasa

potraviny-IAspergillus1.11.1.6katalasa

škrob+++EAspergillus3.2.1.3glukoamylasa

léčiva-IAspergillus3.5.1.14aminoacylasa

pečení++EAspergillus3.2.1.1α-amylasa

z plísní

PoužitíRozsah 
produkce

Intra / 
extra
cel.

ZdrojEC čísloEnzym

Výroba Výroba enzymenzymůů
•• ppřřevlevlááddáá nněěkolik mikrobkolik mikrobůů, dlouho zn, dlouho znáámméé a a 

poupoužžíívanvanéé, produkce optimalizov, produkce optimalizováána mutacna mutacíí a a 
selekcselekcíí

•• ppřřednostnednostněě extracelulextraceluláárnrníí a konstitutivna konstitutivníí
–– event. levnevent. levnáá a rychla rychláá indukceindukce

•• bezpebezpeččnnéé kmeny, vysokkmeny, vysokáá produkce enzymuprodukce enzymu
•• pohled upohled užživatelivatelůů

–– ddůůleležžititáá ststáálláá a zna znáámmáá aktivitaaktivita
–– snadnsnadnáá skladovatelnost (lab. teplota, chladniskladovatelnost (lab. teplota, chladniččka)ka)
–– proces purifikace druhotnýproces purifikace druhotný
–– nepnepřříítomnost interferujtomnost interferujííccíích sloch složžekek
–– bezpebezpeččnnáá manipulacemanipulace
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Producenti enzymProducenti enzymůů musmusíí zvlzvláádat:dat:

•• hledhledáánníí nových a vylepnových a vylepššených enzymených enzymůů
•• fermentafermentaččnníí procesy produkujprocesy produkujííccíí enzymyenzymy
•• purifikaci enzympurifikaci enzymůů v prv průůmyslovmyslovéém mm měřěříítkutku
•• ppřříípravu a balenpravu a baleníí enzymenzymůů k prodejik prodeji
•• spoluprspoluprááci se zci se záákaznkaznííkyky
•• vyjednvyjednáávváánníí s regulas regulaččnníími orgmi orgáányny

HledHledáánníí nových enzymnových enzymůů
•• ppřři hledi hledáánníí žžáádandanéé aktivity aktivity se prohledse prohledáávajvajíí

mikrobimikrobiáálnlníí kulturykultury, z, zíískanskanéé obvykle z pobvykle z půůdy, dy, 
kompostu nebo kalkompostu nebo kalůů nachnacháázejzejííccíích se v ch se v 
ppřříítomnosti potencitomnosti potenciáálnlníího substrho substráátutu

•• metody bioinformatikymetody bioinformatiky -- prohledprohledáávváánníí
genových knihoven na výskyt sekvencgenových knihoven na výskyt sekvencíí
kodujkodujííccíích podobnch podobnéé enzymyenzymy

•• lze upravovat vlastnosti stlze upravovat vlastnosti stáávajvajííccíích enzymch enzymůů
metodami metodami proteinovproteinovéého inho inžženýrstvenýrstvíí (c(cíílenlenáá
mutace vedoucmutace vedoucíí k vyk vyššíšší aktivitaktivitěě nebo nebo žžáádandanéé
specifitspecifitěě))
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MateriMateriáál pro zl pro zíískskáánníí enzymenzymůů
•• zjizjiššttěěnníí velikosti pvelikosti přříítomntomnéé aktivity v raktivity v růůzných zných 

slosložžkkáách materich materiáálulu
–– intra / extracelulintra / extraceluláárnrníí u mikrobu mikrobůů a tka tkááňňových kultur, ových kultur, 
ččáást rostliny nebo st rostliny nebo žživoivoččicha) icha) -- z z ččeho vycheho vycháázetzet

–– v kterv kteréé ffáázi rzi růůstu je nejvystu je nejvyššíšší aktivitaaktivita
–– kriterium porovnkriterium porovnáávváánníí -- specifickspecifickáá aktivitaaktivita

•• prvnprvníí krok krok -- ppřřevedenevedeníí enzymu do vodnenzymu do vodnéého ho 
prostprostřřededíí z pevnz pevnéého materiho materiáálu (za chladu, lu (za chladu, 
vhodný pufr, desintegravhodný pufr, desintegraččnníí metody)metody)

•• daldalšíší kroky kroky -- frakcionacefrakcionace

VýchozVýchozíí koncentrkoncentráátt
rostlinnrostlinnéé bubuňňkyky mikrobimikrobiáálnlníí rostlinnýrostlinný
ččáást organismust organismu fermentace latex

intracelulární extracelulární
enzymy

L/S separace

(S) (L)

desintegrace buněk

L/S separace

(S) (L)

odpad odstranění
nukl. kyselin koncentrace

purifikační postup
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Desintegrace bunDesintegrace buněěkk
•• potpotřřebnebnéé úúsilsilíí zzáávisvisíí na typu organismu a na typu organismu a ččáástesteččnněě i na jeho i na jeho 

fyziologiifyziologii
–– nněěkdy stakdy staččíí pouze osmotický pouze osmotický ššok (zmok (změěna iontovna iontovéé ssííly prostly prostřřededíí) ) --

žživoivoččiiššnnéé bubuňňky, Gky, G-- bakteriebakterie
–– rezistentnrezistentníí -- kvasinky, sinice, mycelia, nkvasinky, sinice, mycelia, něěkterkteréé G+ bakterie (tolerujG+ bakterie (tolerujíí aažž

2 MPa osm. tlaku, "jako beton")2 MPa osm. tlaku, "jako beton")
•• ultrazvukultrazvuk (ozvu(ozvuččovováánníí ppřři 18 kHz i 18 kHz -- 1 MHz) 1 MHz) 

–– rychlý sin. pohyb hlavice generrychlý sin. pohyb hlavice generáátoru v kapalintoru v kapaliněě, malý rozsah (pod 50 , malý rozsah (pod 50 
um), velkum), velkéé zrychlenzrychleníí (a(ažž 80000 g), nast80000 g), nastáávváá kavitace kavitace -- mikrobublinky, mikrobublinky, 
tlakovtlakovéé vlny v dvlny v důůsledku jejich kolapsu asledku jejich kolapsu ažž 300 MPa, bu300 MPa, buňňky naruky naruššuje uje 
taktakéé ststřřiižžnnáá ssíílala

–– nněěkterkteréé enzymy konformaenzymy konformaččnněě labilnlabilníí
–– mohou vadit i vznikajmohou vadit i vznikajííccíí radikradikáálovlovéé formy kyslformy kyslííkuku

•• vysokotlakvysokotlakéé homogenizhomogenizáátorytory (Manton(Manton--Gaulin)Gaulin)
–– pumpa vytlapumpa vytlaččuje bunuje buněčěčnou suspenzi ventilemnou suspenzi ventilem

s malým otvorem, tlak ps malým otvorem, tlak přřes 150 MPa, pres 150 MPa, průůtoktok
aažž 10 m10 m33/h/h

Desintegrace bunDesintegrace buněěkk
•• kulikuliččkovkovéé mlýny mlýny (kuli(kuliččky 0,2 aky 0,2 ažž 1 mm, ocel nebo sklo 1 mm, ocel nebo sklo -- Ballotini) Ballotini) 

–– nnáárazy na kulirazy na kuliččky, gradienty stky, gradienty střřiižžných silných sil
–– vhodnvhodněějjšíší pro vpro věěttšíší bubuňňky, mky, méénněě pro menpro menšíší bakteriebakterie

•• mrazovmrazovéé lisovlisováánníí (X(X--press, French press)press, French press)
–– zmrazmražženenáá bunbuněčěčnnáá pasta se pod vysokým tlakem (150 apasta se pod vysokým tlakem (150 ažž 230 MPa) 230 MPa) 

protlaprotlaččuje uje úúzkým otvoremzkým otvorem
–– desintegraci pdesintegraci půůsobsobíí zmzměěny objemu a fny objemu a fááze (mikrokrystalky ledu)ze (mikrokrystalky ledu)
–– vhodnvhodnéé pro termolabilnpro termolabilníí enzymyenzymy
–– obtobtíížžnnéé poupoužžititíí pro masovou produkcipro masovou produkci

•• lyticklytickéé metodymetody
–– efektivnefektivníí, nen, nenáákladnkladnéé -- osmotický osmotický ššok, zmrazovok, zmrazováánníí / rozmrazov/ rozmrazováánníí, , 

studený studený ššok, vysuok, vysuššovováánníí a lyofilizace, enzymova lyofilizace, enzymováá (lysozym na G+ (lysozym na G+ 
bakterie) nebo chemickbakterie) nebo chemickáá (kyseliny, b(kyseliny, bááze, detergenty, rozpouze, detergenty, rozpouššttěědla, dla, 
chaotropnchaotropníí ččinidla) lyzeinidla) lyze

•• tepelntepelnéé ppůůsobensobeníí
–– mmůžůže odstranit nee odstranit nežžáádoucdoucíí proteiny (zdenaturujproteiny (zdenaturujíí a vysra vysráážžíí se)se)
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NebezpeNebezpeččíí ppřři desintegraci buni desintegraci buněěkk
•• teploteplo

–– chladit; pchladit; přřidat enzymový substridat enzymový substráát t čči analog, polyolyi analog, polyoly
•• ststřřiižžnnéé ssíílyly
•• proteasyproteasy

–– zrychlenzrychlenáá prprááce, chlazence, chlazeníí, inhibitory, nadbytek inertn, inhibitory, nadbytek inertníí bbíílkovinylkoviny
•• pHpH

–– poupoužžititíí pufru, ppufru, přřidat substridat substráát t čči analog, polyolyi analog, polyoly
•• chemickchemickéé faktoryfaktory

–– vadvadíí detergenty a rozpoudetergenty a rozpouššttěědla, rostlinndla, rostlinnéé polyfenoly inhibujpolyfenoly inhibujíí
(adsorbenty (adsorbenty -- polyvinylpyrrolidon, redukce polyvinylpyrrolidon, redukce -- askorbaskorbáát)t)

•• oxidaceoxidace
–– ppřřidat redukidat redukččnníí ččinidla inidla -- askorbaskorbáát, dithiothreitolt, dithiothreitol

•• ppěěnněěnníí
•• ttěžěžkkéé kovy (ionty kovy (ionty -- žželezo, melezo, měďěď, nikl), nikl)

–– ppřřidat chelataidat chelataččnníí ččinidla inidla -- EDTAEDTA

PrecipitacePrecipitace

•• efektivnefektivníí precipitace malých fragmentprecipitace malých fragmentůů
bunbuněěk nesnadnk nesnadnáá -- zvzvěěttššeneníí velikostivelikosti
–– koagulackoagulacíí (odstran(odstraněěnníí el. nel. nááboje, pH zmboje, pH změěna)na)
–– flokulacflokulacíí (p(přřididáá se vhodný nosný materise vhodný nosný materiáál, na l, na 

který se agregujkterý se agregujíí opaopaččnněě nabitnabitéé ččáástice) napstice) napřř. na . na 
DEAE celulose, jednorDEAE celulose, jednoráázovzovéé poupoužžititíí

•• separace separace -- centrifugace nebo filtrace centrifugace nebo filtrace 
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CentrifugaceCentrifugace
•• separace (sediment / supernatant) na zseparace (sediment / supernatant) na záákladkladěě velikosti velikosti ččáástic a stic a 

rozdrozdíílnlnéé hustotyhustoty
•• laboratornlaboratorníí centrifugy centrifugy -- výkyvnvýkyvnéé nebo nebo úúhlovhlovéé rotory, vysokrotory, vysokáá úúhlovhlováá

rychlost rychlost ωω, velký polom, velký poloměěr otr otááččeneníí rr, ale mal, ale maláá kapacita a dlouhkapacita a dlouháá
sedimentasedimentaččnníí vzdvzdáálenostlenost

•• prprůůmyslovmyslovéé centrifugycentrifugy
–– kontinukontinuáálnlníí plnplněěnníí, kontinu, kontinuáálnlníí odebodebíírráánníí supernatantu, rsupernatantu, růůznznéé zpzpůůsoby soby 

odebodebíírráánníí sedimentusedimentu
–– preferovpreferováány pro zny pro zíískskáávváánníí sedimentu s enzymem, sedimentu s enzymem, ššetrnetrnéé -- minimminimáálnlníí

ppěěnněěnníí (nebezpe(nebezpeččíí inaktivace)inaktivace)

PrPrůůmyslovmyslováá centrifugacecentrifugace

(a)(a) tubultubuláárnrníí -- dlouhdlouháá drdrááha umoha umožžnníí vyvyččeeřřeneníí
(b) kontinuální spirálová - šroub (jiná rychlost) posouvá sediment po povrchu
(c) kontinuální multikomorová - paralelní disky poskytnou velkou vyčeřovací

schopnost při krátké sedimentační dráze

kalkal

kalkal

kalkal

výrobci:výrobci:
Penwalt (a), Westfalia aPenwalt (a), Westfalia a

AlphaAlpha--Laval (c)Laval (c)

typicktypickéé rychlosti:rychlosti:
(a)(a) 50000 g (100 g), 50000 g (100 g), 

16000 g (a16000 g (ažž 5 kg)5 kg)
(b)(b) 3000 g (semi/diskont.)3000 g (semi/diskont.)
(c)(c) 8000 g8000 g
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FiltraceFiltrace •• separace na zseparace na záákladkladěě velikosti velikosti ččáásticstic
•• úúččinnost limitujinnost limitujíí::

–– tvar a stlatvar a stlaččitelnost itelnost ččáástic (blokovstic (blokováánníí filtru)filtru)
–– viskosita kapalnviskosita kapalnéé ffáázeze
–– aplikovatelný paplikovatelný přřetlaketlak

•• rotarotaččnníí vakuový filtrvakuový filtr
nnááststřřikik

filtrafiltraččnníí
kolkolááčč

"dead end"     a   "cross"dead end"     a   "cross--flow"flow"
zpzpůůsoby filtracesoby filtrace

ProPročč se enzymy purifikujse enzymy purifikujíí

•• studium dstudium děějjůů v buv buňňce ce -- rekonstrukce metabolických rekonstrukce metabolických 
a regulaa regulaččnníích drah in vitroch drah in vitro

•• studium prstudium průůbběěhu reakce, kinetiky, regulace, hu reakce, kinetiky, regulace, ……
•• výzkum odchylek od normvýzkum odchylek od normáálnlníího metabolismu ho metabolismu čči i 

regularegulaččnníího procesu ho procesu -- abnormabnormáálnlníí enzymy (mutace, enzymy (mutace, 
onemocnonemocněěnníí))

•• ccíílený nlený náávrh lvrh lééččiv na ziv na záákladkladěě znznáámméé 3D struktury 3D struktury 
enzymuenzymu

•• praktickpraktickéé poupoužžititíí jako biokatalyzjako biokatalyzáátory tory čči v medici v medicíínněě

potpotřřebnebnáá mmííra ra ččistoty samozistoty samozřřejmejměě zzáávisvisíí na danna danéé
aplikaciaplikaci



10

Purifikace enzymPurifikace enzymůů
•• mmíírou rou ččistoty enzymu je specifickistoty enzymu je specifickáá aktivita (aktivita (aass), kter), kteráá narnarůůststáá v v 

prprůůbběěhu purifikahu purifikaččnníího procesuho procesu
•• obecnobecněě se z výchozse z výchozíího materiho materiáálu (frakce 0) purifikalu (frakce 0) purifikaččnníími kroky mi kroky 

(sr(sráážženeníí, extrakce, chromatografie, aj.) z, extrakce, chromatografie, aj.) zíískskáávajvajíí daldalšíší frakce (N)frakce (N)
•• pro kvantitativnpro kvantitativníí hodnocenhodnoceníí se pro kase pro kažždou frakci provede jejdou frakci provede jejíí

charakterizace charakterizace -- experimentexperimentáálnlněě se urse urččíí mnomnožžstvstvíí (objem (objem VVNN), ), 
celkovcelkováá aktivitaaktivita ((aaNN) a ) a hmotnosthmotnost bbíílkovinylkoviny ((mmNN))

•• nnááslednsledněě se spose spoččíítajtajíí pro kapro kažždou frakci: dou frakci: 
specifickspecifickáá aktivitaaktivita aas,Ns,N = = aaNN//mmNN
výtvýtěžěžekek = (= (aaNN//aa00))··100%100%
stupestupeňň ppřřeeččiiššttěěnníí = = aas,Ns,N//aas,0s,0

•• výsledek purifikace se pak pvýsledek purifikace se pak přřehlednehledněě
zobrazzobrazíí ve formve forměě purifikapurifikaččnníí tabulkytabulky

frakcefrakce00

purifikapurifikaččnníí krok 1krok 1
frakcefrakce11

……

frakcefrakceNN

……
ččistý enzymistý enzym

PPřřííklad purifikaklad purifikaččnníí tabulkytabulky

•• celk. aktivita mcelk. aktivita můžůže i "nare i "narůůst" st" -- odstranodstraněěnníí inhibitoruinhibitoru
•• kontrola kontrola ččistoty istoty -- SDS PAGESDS PAGE

40.040.0333388125125100010005050GelovGelováá filtracefiltrace

14.514.548482.92.9500500144014404545IonexovIonexováá
chromatografiechromatografie

3.03.080800.60.64000400024002400100100SrSráážženeníí ssííranem ranem 
ammonnýmammonným

--1001000.20.2150001500030003000500500Hrubý extraktHrubý extrakt

(%)(%)(nkat/mg)(nkat/mg)(mg)(mg)(nkat)(nkat)(ml)(ml)

StupeStupeňň
ppřřeeččiiššttěěnníí

VýtVýtěžěžekekSpec. Spec. 
aktivitaaktivita

Celk. Celk. 
proteinprotein

Celk. Celk. 
aktivitaaktivita

ObjemObjemPurif. krokPurif. krok
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PurifikaPurifikaččnníí krokykroky

•• precipitaprecipitaččnníí metodymetody
•• separace na zseparace na záákladkladěě velikostivelikosti
•• separace na zseparace na záákladkladěě nnáábojeboje
•• separace na zseparace na záákladkladěě specifickspecifickéé interakce s interakce s 

jinou biomolekuloujinou biomolekulou
•• jinjinéé principyprincipy

Precipitace (srPrecipitace (sráážženeníí))
•• frakcionace solemi frakcionace solemi 

–– obvykle na poobvykle na poččáátku purifikace tku purifikace -- zmenzmenšíší se objemse objem
–– principem pokles rozpustnosti bprincipem pokles rozpustnosti bíílkovin s narlkovin s narůůstajstajííccíí iontovou iontovou 

silou, log(rozpustnosti proteinu) silou, log(rozpustnosti proteinu) ~~ iont. siont. síílele
•• poupoužžíívváá se sse sííran amonnýran amonný

–– dobdobřře tolerove tolerováán, postupnn, postupnéé zvyzvyššovováánníí koncentrace koncentrace -- ududáávváá se ve se ve 
stupni nasycenstupni nasyceníí (0 a(0 ažž 1), max. rozpustnost 41.4 a1), max. rozpustnost 41.4 ažž 43.85 hm% (0 43.85 hm% (0 
aažž 30 30 ooC), precipitC), precipitáát se odcentrifuguje, pak se pokrat se odcentrifuguje, pak se pokraččuje duje dáálele

–– nníízkzkáá teplota, pH blteplota, pH blíízko isoelektrickzko isoelektrickéému bodu enzymumu bodu enzymu
(nejmen(nejmenšíší rozpustnost)rozpustnost)

•• organickorganickáá rozpourozpouššttěědladla
–– vhodnvhodnéé pro velkoobjemovpro velkoobjemovéé procesyprocesy
–– mmíísitelnsitelnáá s vodou s vodou -- ethanol, methanol, propanol, aceton, dioxanethanol, methanol, propanol, aceton, dioxan
–– principem snprincipem sníížženeníí dielektrickdielektrickéé konstanty prostkonstanty prostřřededíí, odstran, odstraníí se se 

povrchovpovrchováá voda proteinuvoda proteinu
–– velmi pevelmi peččlivlivěě drdržžet net níízkou teplotu, jinak denaturacezkou teplotu, jinak denaturace
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TepelnTepelnáá denaturacedenaturace

•• lze poulze použžíít, pokud daný enzym je tepelnt, pokud daný enzym je tepelněě stabilnstabilněějjšíší nenežž
balastnbalastníí bbíílkoviny, kterlkoviny, kteréé zdenaturujzdenaturujíí a vysra vysráážžíí sese

•• stabilizace enzymu stabilizace enzymu -- ppřřididáánníí substrsubstráátu, koenzymu tu, koenzymu čči i 
kompetitivnkompetitivníího inhibitoruho inhibitoru

•• nněěkolikaminutovkolikaminutovéé zahzahřřááttíí na 50 ana 50 ažž 60 60 ooC, pak rychlC, pak rychléé
ochlazenochlazeníí a odsta odstřřededěěnníí balastbalastůů, p, přříípadnpadněě odstranodstraněěnníí
inhibitoru dialysouinhibitoru dialysou

•• nenneníí univerzuniverzáálnlněě poupoužžitelnitelnáá
•• ekonomicky výhodnekonomicky výhodnáá metodametoda

FFáázovzováá separaceseparace
•• nněěkterkteréé polymery jsou ve vodnpolymery jsou ve vodnéém prostm prostřřededíí navznavzáájem jem 

"nekompatibiln"nekompatibilníí", co", cožž vede k separaci dvou vodných fvede k separaci dvou vodných fáázzíí
-- vyuvyužžitelnitelnéé pro separaci bpro separaci bíílkovinlkovin
–– ppřřííklady: dextran/PEG, hydroxypropylovaný klady: dextran/PEG, hydroxypropylovaný šškrob/PEGkrob/PEG
–– ffááze vznikajze vznikajíí ppřři pi přřekroekroččeneníí kritických koncentrackritických koncentracíí obou obou 

polymerpolymerůů (nap(napřř. 2%dextran T500/10% PEG4000, prvn. 2%dextran T500/10% PEG4000, prvníí tvotvořříí
hydrofilnhydrofilníí dolndolníí husthustšíší ffáázi, druhý lehzi, druhý lehččíí hydrofobnhydrofobněějjšíší hornhorníí ffáázi)zi)

–– polymery majpolymery majíí stabilizastabilizaččnníí úúččinek na proteinyinek na proteiny
–– rychlrychláá separace, mseparace, míírnrnéé podmpodmíínkynky
–– vhodnvhodnéé pro prpro průůmyslovmyslovéé poupoužžititíí, kontinu, kontinuáálnlníí aplikaci, separaci od aplikaci, separaci od 

bunbuněčěčných fragmentných fragmentůů
•• po ppo přřechodu enzymu do PEG fechodu enzymu do PEG fááze a jejze a jejíím oddm odděělenleníí se se 

provede dalprovede dalšíší ffáázovzováá separace s konc. roztokem soli separace s konc. roztokem soli čči i 
daldalšíším polymeremm polymerem

•• polymer lze vhodnpolymer lze vhodněě modifikovat ligandem modifikovat ligandem -- afinitnafinitníí
ffáázovzovéé separaceseparace
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ChromatografickChromatografickéé postupypostupy
•• poupoužžíívváá se vzorek v kapalnse vzorek v kapalnéé ffáázizi
•• nejnejččastastěějjšíší ionexovionexováá, afinitn, afinitníí a gelova gelováá permeapermeaččnníí

chromatografie (pouchromatografie (použžititíí v tomto pov tomto pořřadadíí))
•• nosinosičč nesoucnesoucíí vhodnvhodnéé funkfunkččnníí skupiny, funguje jako skupiny, funguje jako 

nnááplplňň kolony (i membrkolony (i membráánovnovéé varianty, pvarianty, přříípadnpadněě
kompaktnkompaktníí porporééznzníí monolitický materimonolitický materiáál)l)

•• hnachnacíí silou psilou přřetlak (netlak (níízkotlakzkotlakéé a HPLC varianty, a HPLC varianty, 
velikosti velikosti ččáástic 50 stic 50 -- 150 um, resp. 4 150 um, resp. 4 -- 6 um)6 um)

•• z kolony vytz kolony vytéékajkajíí postupnpostupněě jednotlivjednotlivéé frakcefrakce
•• hodnocenhodnoceníí dle absorbance pdle absorbance přři 280 nm (koncentrace i 280 nm (koncentrace 

bbíílkoviny), dlkoviny), dáále se hledle se hledáá aktivita ve frakcaktivita ve frakcííchch
•• automatizovaný systautomatizovaný systéém, vm, vččetnetněě sbsběěraračče frakce frakcíí

Chromatografický systChromatografický systéémm
•• nnááststřřik vzorku (2ik vzorku (2--polohový ventil se smypolohový ventil se smyččkou)kou)
•• zzáásobnsobníík(k(--y) mobilny) mobilníí ffááze (zze (záákladnkladníí pufr, elupufr, eluččnníí

pufr)pufr)
•• pumpy (peristaltickpumpy (peristaltickéé, line, lineáárnrníí vysokotlakvysokotlakéé, , 

mmůžůže stae staččit i hydrostatický tlak)it i hydrostatický tlak)
•• mmííchachačč gradientugradientu
•• separaseparaččnníí kolonakolona
•• detektor (UV/VIS, absorbance, mdetektor (UV/VIS, absorbance, méénněě ččasto asto 

fluorescence)fluorescence)
•• sbsběěraračč frakcfrakcíí
•• řřííddííccíí popoččíítatačč a softwarea software



14

IonexovIonexováá chromatografiechromatografie
•• enzymy v rostoku majenzymy v rostoku majíí nnááboj dle svboj dle svéého isoelektrickho isoelektrickéého bodu pI a ho bodu pI a 

pH prostpH prostřřededíí (pH(pH<pI pozitivn<pI pozitivníí, pH, pH>pI negativn>pI negativníí) a budou se tedy ) a budou se tedy 
vváázat na povrch s opazat na povrch s opaččným nným náábojembojem

•• reverzibilnreverzibilníí proces, ovlivproces, ovlivňňuje pH a iontovuje pH a iontováá ssííla (zvýla (zvýššeneníí normnormáálnlněě
slousloužžíí pro eluci), eluce npro eluci), eluce nááhlou zmhlou změěnou pufru nebo gradientemnou pufru nebo gradientem

•• nosinosičče na be na báázi pryskyzi pryskyřřic, celulosy a jejic, celulosy a jejíích derivch derivááttůů, zes, zesííttěěnnáá
agarosa (Sepharose), Trisacryl, HEMA, polystyrenagarosa (Sepharose), Trisacryl, HEMA, polystyren

•• nesoucnesoucíí nabitnabitéé skupiny skupiny 
katex: katex: --SOSO33

--, , --OPOOPO33
--, , --COOCOO-- anex: anex: --NN++HRHR22, , --NN++RR33

•• prprůůmyslovmyslovéé poupoužžititíí je je ččasto vsasto vsáádkovdkovéé mmíísto kolonovsto kolonovééhoho
–– opatrnopatrněě mmííchatchat

•• úúlohu hrajlohu hrajíí porozita, mechanickporozita, mechanickáá odolnost, vazebnodolnost, vazebnáá kapacitakapacita
•• ststřřednedníí úúččinnost, typickinnost, typickéé ppřřeeččiiššttěěnníí 3x3x
•• dodavateldodavateléé: Pharmacia, BioRad, Tesek, : Pharmacia, BioRad, Tesek, ……

AfinitnAfinitníí chromatografiechromatografie
•• vvíícemceméénněě specifickspecifickáá interakce enzymu s ligandem (substrinterakce enzymu s ligandem (substráát, t, 

inhibitor, kofaktor, inhibitor, kofaktor, ……) imobilizovaným na nosi) imobilizovaným na nosiččii
•• dnes dnes šširokirokáá šškkáála technikla technik
•• i mi méénněě specifickspecifickéé varianty: varianty: 

–– barviva podobnbarviva podobnáá NADNAD++ pro purifikaci dehydrogenaspro purifikaci dehydrogenas
–– HIC, hydrofobnHIC, hydrofobníí interakce (imobilizovaninterakce (imobilizovanéé krkráátktkéé methylenovmethylenovéé řřetetěězce, zce, 

napnapřř. C8, nebo fenyl), vn. C8, nebo fenyl), vnášíáší se enzym ve vysokse enzym ve vysokéé konc. soli (po konc. soli (po 
vysrvysráážženeníí), eluuje se poklesem iontov), eluuje se poklesem iontovéé ssííly, zmly, změěnou pH nou pH čči gradientem i gradientem 
org. rozpouorg. rozpouššttěědladla

–– IMAC "immobilized metal affinity chromatography" IMAC "immobilized metal affinity chromatography" -- imobilizovaný imobilizovaný 
chelcheláát (NTA, nitrilotriacetic acid) navt (NTA, nitrilotriacetic acid) naváážže ionty Ni2+, ktere ionty Ni2+, kteréé pak z druhpak z druhéé
strany vytvstrany vytváářříí komplex s His skupinami enzymu (vyukomplex s His skupinami enzymu (využžíívváá se u se u 
rekombinantnrekombinantněě ppřřipravovaných enzymipravovaných enzymůů nesoucnesoucíích na konci umch na konci uměěle le 
ppřřidanidanéé His zbytky (oligohistidine tag)His zbytky (oligohistidine tag)

–– boronboronáátovtováá afinitnafinitníí chromatografie chromatografie -- interakce imobilizovaninterakce imobilizovanéé kyseliny kyseliny 
boritboritéé se sacharidovými zbytky se sacharidovými zbytky -- glykosylovanglykosylovanéé enzymyenzymy

•• vysokvysokáá purifikapurifikaččnníí úúččinnost (ainnost (ažž 1000x p1000x přřeeččiiššttěěnníí, typicky 10x), typicky 10x)
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Princip afinitnPrincip afinitníí chromatografiechromatografie
1. nanesen1. naneseníí vzorku na matricivzorku na matrici

2. propl2. proplááchnutchnutíí

3. p3. přřididáánníí volnvolnéého liganduho ligandu

eluceeluce

MetaloafinitnMetaloafinitníí chromatografiechromatografie
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BoronBoronáátovtováá afinitnafinitníí chromatografiechromatografie
•• matrice s imobilizovanou kyselinou aminofenylboritou, matrice s imobilizovanou kyselinou aminofenylboritou, 

ppřříípadnpadněě aminofenylaminofenyl--3,53,5--diboritoudiboritou
•• vznikvznikáá komplex se sloukomplex se slouččeninami obsahujeninami obsahujííccíími diolovmi diolovéé

uskupenuskupeníí -- typicktypickéé pro sacharidypro sacharidy
•• momožžnost purifikace glykoproteinnost purifikace glykoproteinůů
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GelovGelováá permeapermeaččnníí chromatografiechromatografie
•• "size exclusion" chromatography, "gel filtration""size exclusion" chromatography, "gel filtration"
•• separace na zseparace na záákladkladěě velikosti biomolekulvelikosti biomolekul

–– vvěěttšíší molekuly projdou matricmolekuly projdou matricíí rychleji rychleji -- nevlezou se do pnevlezou se do póórrůů a a 
nejsou tedy zdrnejsou tedy zdržžovováányny

•• materimateriáály:ly:
–– zeszesííťťovanovanéé dextranovdextranovéé gely (Sephadex G, Pharmacia)gely (Sephadex G, Pharmacia)
–– zeszesííťťovaný polyakrylamid (Bioovaný polyakrylamid (Bio--Gel P, BioRad)Gel P, BioRad)
–– zeszesííťťovanovanáá agarosa (Sepharose CL, Superose, Pharmacia)agarosa (Sepharose CL, Superose, Pharmacia)
–– smsměěs PAG a agarosy (Ultrogel AcA, LKB Instruments)s PAG a agarosy (Ultrogel AcA, LKB Instruments)
–– ethylenglykol methakrylethylenglykol methakrylááty (Fractogel HW, Toyo Soda Co. ty (Fractogel HW, Toyo Soda Co. --

TSK)TSK)
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"N"Náácvik" purifikace enzymcvik" purifikace enzymůů

•• http://home2.btconnect.com/agbooth/archivehttp://home2.btconnect.com/agbooth/archive
/swingPP/ProtLab.html/swingPP/ProtLab.html

•• program Proteins.COM (DOS okno ve program Proteins.COM (DOS okno ve 
Windows)Windows)

Inaktivace enzymInaktivace enzymůů
•• oddisociovoddisociováánníí koenzymukoenzymu
•• disociace podjednotek u oligomerndisociace podjednotek u oligomerníích enzymch enzymůů
•• agregace (mohou vzniknout intermolekulovagregace (mohou vzniknout intermolekulovéé SS--S mS můůstky)stky)
•• nevratnnevratnéé konformakonformaččnníí zmzměěnyny
•• adsorpce na povrch pouadsorpce na povrch použžíívaných nvaných náádobdob
•• ststřřiižžnnéé ssííly vznikajly vznikajííccíí ppřříí proudprouděěnníí (ztr(ztrááta aktivnta aktivníí

konformace)konformace)
•• zmzměěny primny primáárnrníí strukturystruktury

–– hydrolysa peptidovhydrolysa peptidovéé vazbyvazby
–– oxidace oxidace --SH skupin nebo indolovSH skupin nebo indolovéého kruhu Trp, redukce Sho kruhu Trp, redukce S--SS
–– chemickchemickáá modifikace modifikace --SH skupin v aktivnSH skupin v aktivníím mm mííststěě
–– deaminace Asndeaminace Asn
–– autoinaktivace pautoinaktivace přři katalyse (vznikaji katalyse (vznikajííccíí volnvolnéé radikradikáály)ly)
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UchovUchováávváánníí enzymenzymůů
•• zakoncentrovzakoncentrováánníí zzřřededěěnnéého enzymuho enzymu

–– ultrafiltrace ultrafiltrace -- tlakovtlakováá filtrace pfiltrace přřes ultrafiltr vhodnes ultrafiltr vhodnéé porosity (aby porosity (aby 
enzym neprotekl) enzym neprotekl) -- systsystéémy Amicon, centrifugamy Amicon, centrifugaččnníí mikrofiltrymikrofiltry

–– osmotickosmotickéé zahuzahuššttěěnníí -- roztok enzymu v dialyzaroztok enzymu v dialyzaččnníí trubici se obsype trubici se obsype 
vhodným akvacidem vhodným akvacidem -- odnodníímmáá vodu (napvodu (napřř. PEG). PEG)

•• stabilizastabilizaččnníí postupypostupy
–– ccíílem je zachovat aktivnlem je zachovat aktivníí konformaci a zabrkonformaci a zabráánit rozvinutnit rozvinutíí, agregace , agregace 

čči zmi změěnnáám v kovalentnm v kovalentníí struktustruktuřřee
–– vyvyššíšší koncentrace enzymukoncentrace enzymu
–– vysokvysokáá koncentrace neutrkoncentrace neutráálnlníí soli soli -- stabilizace hydrofobnstabilizace hydrofobníích ch 

interakcinterakcíí (chaotropn(chaotropníí efekt efekt -- narunaruššeneníí struktury obalovstruktury obalovéé vody) vody) --
ssííran ammoný, hydrogenfosforeran ammoný, hydrogenfosforeččnan draselnýnan draselný

–– polyoly polyoly -- glycerol (chrglycerol (chráánníí i pi přřed vznikem krystalked vznikem krystalkůů ledu za nledu za níízkých zkých 
teplot), sorbitol, manitol teplot), sorbitol, manitol -- snisnižžujujíí aktivitu vody, vytvaktivitu vody, vytváářříí ochranný ochranný 
obalobal

–– hydrofilnhydrofilníí polymery polymery -- polyvinylpyrrolidon, PVA, polyvinylpyrrolidon, PVA, 
hydroxypropylcelulosa hydroxypropylcelulosa -- "compartmnetalisation" "compartmnetalisation" -- nnááhrada hrada 
vzvzáájemných interakcjemných interakcíí vazbou na polymervazbou na polymer

–– kovalentnkovalentníí derivatisace derivatisace -- napnapřř. u proteas se blokuj. u proteas se blokujíí lysiny lysiny -- menmenšíší
autolýzaautolýza

Ochrana enzymOchrana enzymůů
•• chrchráánněěnníí --SH skupin SH skupin -- 22--merkaptoethanol, cystein, merkaptoethanol, cystein, 

dithiothreitol (Clelandovo dithiothreitol (Clelandovo ččinidlo), dithioerythritolinidlo), dithioerythritol
•• chrchráánněěnníí ppřřed proteinasami ed proteinasami --

fenylmethylsulfonylfluorid a EDTAfenylmethylsulfonylfluorid a EDTA
•• antimikrobiantimikrobiáálnlníí prostprostřředky (azid)edky (azid)

•• ppřřevedenevedeníí do suchdo suchéého stavu ho stavu -- lyofilisacelyofilisace
–– odstranodstraníí se soli dialysouse soli dialysou
–– vysuvysuššeneníí zmrazmražženenéého roztoku ve vakuu (mrazovho roztoku ve vakuu (mrazováá sublimace)sublimace)

•• "lep"lepšíší" enzymy" enzymy
–– zdrojem isolace termofilnzdrojem isolace termofilníí organismyorganismy
–– imobilisaceimobilisace
–– chemickchemickáá modifikacemodifikace
–– proteinovproteinovéé ininžženýrstvenýrstvíí (c(cíílenlenáá zzáámměěna aminokyselin)na aminokyselin)
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Kontrola Kontrola ččistotyistoty
•• elektroforesa za nativnelektroforesa za nativníích podmch podmíínek nek -- jedinjedináá

zzóónana
•• SDS PAGE SDS PAGE -- ururččíí se podjednotkovse podjednotkovéé slosložženeníí a a 

molekulovmolekulovéé hmotnostihmotnosti
•• 2D elektroforesa 2D elektroforesa -- kombinace isoelektrickkombinace isoelektrickéé

fokusace (urfokusace (urččeneníí pI) a SDS PAGE (Mr)pI) a SDS PAGE (Mr)
•• jeden pjeden píík pk přři gelovi gelovéé permeapermeaččnníí chromatografiichromatografii
•• malmaléé enzymy enzymy -- hmotnostnhmotnostníí spektrum (MALDI spektrum (MALDI 

TOF)TOF)
•• frakcionace proteasou a MS spektrum frakcionace proteasou a MS spektrum 

vzniklých vzniklých ššttěěppůů


