
1

Imobilizace enzymImobilizace enzymůů
•• enzymy enzymy -- prprůůmyslovmyslovéé poupoužžititíí

–– biokatalytickbiokatalytickéé konversekonverse
–– bioanalytickbioanalytickéé aplikace, enzymovaplikace, enzymovéé sensorysensory

•• ekonomický aspekt ekonomický aspekt -- snsníížženeníí výrobnvýrobníích nch náákladkladůů
enzymových procesenzymových procesůů ddííky opakovanky opakovanéému poumu použžititíí

•• dlouhodobdlouhodobáá stabilizace enzymovstabilizace enzymovéé aktivityaktivity
•• snadnsnadnáá separace výslednseparace výslednéého produktuho produktu

–– dvoufdvoufáázový systzový systéém, enzym zachycen na heterogennm, enzym zachycen na heterogenníí ffáázizi
–– substrsubstráát, produkt volnt, produkt volněě v roztokuv roztoku
–– realizace kontinurealizace kontinuáálnlněě pracujpracujííccíích procesch procesůů (enzymov(enzymovéé reaktory)reaktory)

•• nevhodnnevhodnéé, pokud je i enzymový substr, pokud je i enzymový substráát nerozpustnýt nerozpustný

IdeIdeáálnlníí nosinosičč enzymuenzymu
•• levný, inertnlevný, inertníí, mechanicky pevný, chemicky , mechanicky pevný, chemicky 

stabilnstabilníí
•• zachovzachováávváá nebo zvynebo zvyššuje specifitu enzymu (duje specifitu enzymu (dáána na 

pompoměěrem rem kkcatcat//KKmm))
•• snisnižžuje inhibici enzymu produktemuje inhibici enzymu produktem
•• posunuje pH optimum enzymu posunuje pH optimum enzymu žžáádaným smdaným směěremrem
•• zabrazabraňňuje mikrobiuje mikrobiáálnlníí kontaminacikontaminaci
•• omezuje nespecifickou adsorpciomezuje nespecifickou adsorpci
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•• aa adsorbceadsorbce
•• bb kovalentnkovalentníí vazbavazba
•• cc zachycenzachyceníí v polymeru,v polymeru,

""entrapmententrapment""
•• dd zachycenzachyceníí v membrv membráánovnovéémm

vvááččku, "ku, "cofinement"cofinement"
Volba nosiVolba nosiččee

•• nníízkzkáá cena (po znicena (po zniččeneníí enzymovenzymovéé aktivity se vyhodaktivity se vyhodíí))
•• drahdrahéé nosinosičče e -- ppřři mali maléém rozsahu procesu, pm rozsahu procesu, přříípadnpadněě pokud je lze pokud je lze 

poupoužžíít opakovant opakovaněě (opakovan(opakovanáá imobilizace enzymu)imobilizace enzymu)
•• uplatnuplatníí se forma, tvar, mech. stabilita, hustota, porosita, distribuce se forma, tvar, mech. stabilita, hustota, porosita, distribuce 

velikosti pvelikosti póórrůů, povrchový n, povrchový nááboj (posun boj (posun pHpH optima reakce), hustota optima reakce), hustota 
reaktivnreaktivníích skupin (vazebnch skupin (vazebnáá kapacita)kapacita)

•• specispeciáálnlníí vlastnostivlastnosti
–– magnetismusmagnetismus
–– rozklad nerozklad nežžáádoucdoucíích produktch produktůů (MnO(MnO22 a peroxid voda peroxid vodííku)ku)
–– povrch s redukpovrch s redukččnníími vlastnostmi (TiOmi vlastnostmi (TiO22))

ZpZpůůsoby imobilizacesoby imobilizace

GeometrickGeometrickéé uspouspořřááddáánníí
•• ččáástice (stice („„beadsbeads““))

–– definovandefinovanáá velikost a porositavelikost a porosita
•• filmovfilmovéé povlakypovlaky

–– tenktenkéé vrstvy na vhodnvrstvy na vhodnéém neutrm neutráálnlníím nosnm nosnéém materim materiáálulu
•• membrmembráányny

–– sousouččasnasněě je moje možžnnéé realizovat realizovat biokatalytickoubiokatalytickou reakci a separaci na reakci a separaci na 
zzáákladkladěě rozdrozdíílnlnéé velikosti substrvelikosti substráátu a produktutu a produktu

•• vlvlááknitknitéé materimateriáályly
–– vysoký podvysoký podííl povrchu l povrchu –– velkvelkáá objemovobjemováá aktivitaaktivita

•• ppěěny ny -- zachycenzachyceníí uvnituvnitřř (polyurethany)(polyurethany)

StrukturaStruktura
–– mikroporesnmikroporesníí 0.1 a0.1 ažž 10 10 nmnm
–– mesoporesnmesoporesníí 3 a3 ažž 10 10 nmnm –– srovnatelnsrovnatelnéé se velikostse velikostíí enzymenzymůů
–– makroporesnmakroporesníí 8 a8 ažž 1000 1000 nmnm, povrch 25 a, povrch 25 ažž 100 m100 m22/g/g
–– neporesnneporesníí –– výbornvýbornáá prprůůtotoččnost, ale malnost, ale maláá kapacita a malý povrchkapacita a malý povrch
–– gelovitgelovitáá –– nemnemáá ststáálléé ppóóry, ty vznikajry, ty vznikajíí aažž ppřři nabobtni nabobtnáánníí; obdoba ; obdoba 

neporesnneporesnííhoho uspouspořřááddáánníí
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Adsorpce enzymAdsorpce enzymůů na nosina nosičč
•• jednoduchý, jednoduchý, šširoce pouiroce použžitelný postup itelný postup –– velmi mvelmi míírnrnéé podmpodmíínky, nky, 

zachovzachováánníí aktivity aktivity –– nenneníí kovalentnkovalentníí vazba, nenvazba, neníí narunaruššeneníí konformacekonformace
•• reversibilitareversibilita –– jakjak enzymuenzymu (purifikace)(purifikace), , taktak vlastnvlastníí matrice matrice –– obojobojíí lze lze 

regenerovat a pouregenerovat a použžíít znovut znovu
•• momožžnost vysokých obsahnost vysokých obsahůů (a(ažž 1 g enzymu na 1 g nosi1 g enzymu na 1 g nosičče)e)
•• ale slabale slabáá interakce interakce –– enzymy se mohou postupnenzymy se mohou postupněě spontspontáánnnněě

uvoluvolňňovat z matriceovat z matrice
•• zzúúččastnastněěnnéé interakceinterakce

–– nespecificknespecifickéé (van der (van der WaalsovyWaalsovy ssííly, vodly, vodííkovkovéé mmůůstky, hydrofilnstky, hydrofilníí
interakce): CPG, interakce): CPG, silikagelysilikagely

–– biospecifickbiospecifickéé –– ppřřes es ligandligand interagujinteragujííccíí s enzymem (mimo aktivns enzymem (mimo aktivníí mmíísto)sto)
–– interakce s imobilizovanými barvivy nebo ionty kovinterakce s imobilizovanými barvivy nebo ionty kovůů
–– iontoviontovéé interakce (ionexy)interakce (ionexy)
–– hydrofobnhydrofobníí interakce: PET, HDPE, interakce: PET, HDPE, polyethylentereftalpolyethylentereftaláátt, latex , latex 

(polystyren), (polystyren), polypoly(ST(ST--DVB), DVB), amberlitamberlit XAD, silikXAD, silikááty, zeolity, ty, zeolity, talektalek
•• ččáástesteččnnáá desolvatacedesolvatace v prv průůbběěhu vazby na nosihu vazby na nosičč, m, můžůže doche docháázet ke zet ke 

zmzměěnnáám m konformacekonformace
–– stabilizace, zmstabilizace, změěny aktivity a ny aktivity a specifityspecifity katalyzovankatalyzovanéé reakcereakce

IontovIontovéé interakceinterakce
•• synteticksyntetickéé pryskypryskyřřiceice (SP)(SP)

–– kopolymery kopolymery akrylamiduakrylamidu a a kyskys. maleinov. maleinovéé nebo nebo itakonovitakonovéé, , 
fenolformaldehydovfenolformaldehydovéé kondenzkondenzáátyty

•• SP s povrchovými skupinami SP s povrchovými skupinami –– DowexDowex, , AmberlitAmberlit, , DuolitDuolit
•• polysacharidovpolysacharidovéé derivderivááty ty –– DEAEDEAE--celulosa, DEAEcelulosa, DEAE--dextrandextran, DEAE, DEAE--

SephadexSephadex, CM, CM--celulosa, CHcelulosa, CH--SepharosaSepharosa, AH, AH--SepharosaSepharosa, Q, Q--
SepharosaSepharosa, S, S--SepharosaSepharosa
–– DEAE DEAE …… diethylaminoethyldiethylaminoethyl, CM , CM …… --OO--CHCH22--COOH, CH COOH, CH …… --NH(CHNH(CH22)COOH, )COOH, 

AH AH …… NHNH--(CH(CH22))66--NH2, Q NH2, Q …… --CHCH22--NN++(CH(CH33))33, S , S …… --CHCH22--SOSO33HH
–– vvššeobecneobecněě velmi hydrofilnvelmi hydrofilníí materimateriáály, nly, nááboj zboj záávisvisíí na na pHpH okolnokolníího ho 

roztokuroztoku
•• ddůůleležžitou roli hrajitou roli hrajíí podmpodmíínky, zejmnky, zejmééna pH, pna pH, přři adsorpcii adsorpci

Invertasa  Typ nosiče 

% vazby DEAE-Sephadex
(anex) 

CM-Sephadex 
(katex) 

pH 2.5    0    100 
pH 4.7    100    75 
pH 7.0    100    34 
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•• poresnporesníí / / neporesnneporesníí nosinosičče, vze, vzáájemnjemnáá velikost pvelikost póórrůů a molekul a molekul 
enzymuenzymu

•• povrchovpovrchováá hustota navhustota naváázaných molekulzaných molekul
•• reaktivnreaktivníí skupiny skupiny dostupndostupnéé na specina speciáálnlníích nosich nosiččííchch

•• aa anhydridanhydrid, , bb karbonkarbonáát, t, cc aldehyd, aldehyd, dd epoxid, epoxid, ee azidazid, , ff isothiokyanisothiokyanáátt,,
gg nitrofenylesternitrofenylester karboxylovkarboxylovéé kyseliny, kyseliny, hh azlaktonazlakton

•• typicktypickéé mnomnožžstvstvíí 0.02 g enzymu na 1 g nosi0.02 g enzymu na 1 g nosiččee

KovalentnKovalentníí imobilizace enzymimobilizace enzymůů

aa bb cc dd

ee ff gg hh

SilikagelSilikagel
•• ""silicasilica", SiO", SiO22 x Hx H22O, voda chemicky O, voda chemicky vváázanzanáá

vv nestechiometricknestechiometrickéém pomm poměěru, obsahuje vazbyru, obsahuje vazby
–– siloxanovsiloxanovéé (Si(Si--OO--Si)Si)
–– silanolovsilanolovéé (Si(Si--OH) OH) -- aktivujaktivujíí se silanizacse silanizacíí

•• amorfnamorfníí struktura, výbornstruktura, výbornáá mechanickmechanickáá stabilita stabilita -- vysokvysokéé tlakytlaky
•• omezenomezenáá pHpH stabilita (mezi 2 a stabilita (mezi 2 a 8), n8), nááchylnýchylný na nespecifickna nespecifickéé interakceinterakce

•• CPG, "controlled pore glass" CPG, "controlled pore glass" 
•• výbornvýbornéé mechanickmechanickéé vlastnostivlastnosti

–– pro techniky pracujpro techniky pracujííccíí ss vysokými tlakyvysokými tlaky
–– pompoměěrnrněě kkřřehkehkéé, p, přři aktivaci aktivacíích radch raděěji jemnji jemněě ttřřepat a nemepat a nemííchatchat
–– ppřři vými výměěnněě roztokroztokůů je dobrje dobréé poupoužžíívat vakuum, aby se odstranily bublinky vat vakuum, aby se odstranily bublinky 

zachycenzachycenéé vv ppóórechrech
•• ppřřííprava prava -- borosilikborosilikáátovtovéé sklo se zahsklo se zahřřeje eje -- dojde k separaci bordojde k separaci boráátovtovéé a a 

siliksilikáátovtovéé ffááze, borze, borááty se odstranty se odstraníí vylouhovvylouhováánníím, vzniknou uniformnm, vzniknou uniformníí ppóóryry
–– vv alkalickalkalickéé oblasti nad pH 8 se rychle degradujeoblasti nad pH 8 se rychle degraduje

•• nníízkzkáá nespecificknespecifickáá adsorpce adsorpce 

PorePorezznníí sklosklo
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Vlastnosti CPGVlastnosti CPG

2525100100
1313200200
99300300

75753535
1501501717
3403407.57.5

PlochaPlocha
(m(m22/g)/g)

PrPrůůmměěr pr póórrůů
(nm)(nm)

SilanizaceSilanizace
•• aktivace aktivace inertninertnííchch povrchpovrchůů pokrytých vrstvou oxidu (sklo, pokrytých vrstvou oxidu (sklo, siliksilikáátyty, , 

slslíída, oxidy da, oxidy kovkovůů))
–– v hydratovanv hydratovanéém stavu obsahuje hydroxylovm stavu obsahuje hydroxylovéé skupiny, napskupiny, napřř. Si. Si--

OH, OH, silanolovýsilanolový zbytekzbytek
•• reakcreakcíí se se silansilany vzniky vznikáá spontspontáánnnněě uspouspořřáádandanáá vrstvavrstva

–– obvykle nobvykle něěkolik vrstev, ne kolik vrstev, ne monovrstvamonovrstva
–– nnepouepoužžíívajvajíí se organickse organickéé halogenovanhalogenovanéé silany (jsou psilany (jsou přříílilišš

reaktivnreaktivníí a a žžáádndnáá daldalšíší skupina uskupina užž by nezbyla), ale mby nezbyla), ale méénněě reaktivnreaktivníí
alkoxyderivalkoxyderiváátyty

•• silanizacsilanizacíí se na povrch modifikovanse na povrch modifikovanéého nosiho nosičče zavedou vhodne zavedou vhodnéé
reaktivnreaktivníí skupiny Xskupiny X

| OH

| OH

Si
OR

OR
RO X

| O Si

| O Si

O

X

X
O

O

| |

ROH
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SilanizaSilanizaččnníí ččinidlainidla
•• aaminosilanminosilanyy

–– APTESAPTES
(3(3--aminopropyl)aminopropyl)--triethoxysilantriethoxysilan
APDEMSAPDEMS
(3(3--aminopropyl)aminopropyl)--diethoxydiethoxy--methylsilanmethylsilan
APMESAPMES
(3(3--aminopropyl)aminopropyl)--dimethyldimethyl--ethoxysilanethoxysilan,,
monofunkmonofunkččnníí -- vede ke vzniku vede ke vzniku monovrstvymonovrstvy

•• gglycidoxysilanlycidoxysilanyy
–– GOPSGOPS

glycidoxypropylglycidoxypropyl--trimethoxysilantrimethoxysilan
–– GPMESGPMES

(3(3--glycidoxypropyl)glycidoxypropyl)--dimethyldimethyl--ethoxysilanethoxysilan

•• mmererkkaptosilanaptosilanyy
–– MPTSMPTS

(3(3--mermerkkaptopropyl)aptopropyl)--trimethoxysilantrimethoxysilan
–– MPDMSMPDMS

(3(3--mermerkkaptopropyl)aptopropyl)--methylmethyl--dimethoxysilandimethoxysilan

(CH3CH2O)3Si (CH2)3-NH2

Si (CH2)3-SHCH3

OCH2CH3

OCH2CH3

Si (CH2)3-NH2CH3CH2O
CH3

CH3

Si (CH2)3-NH2CH3

OCH2CH3

OCH2CH3

CH2C
H

O

SiCH3CH2O
CH3

CH3

C
H2

CH2C
H

O

C
H2

(CH3O)3Si

(CH3O)3Si (CH2)3-SH

AgarosaAgarosa
((SepharosaSepharosa))

•• polysacharid tvopolysacharid tvořřen zen z DD--galaktosy a galaktosy a 
33--anhydrogalaktosyanhydrogalaktosy

•• polypoly--{{ββ--1,31,3--DD--galaktosagalaktosa--αα--1,41,4--(3,6(3,6--anhydro)anhydro)--
--LL--galaktosagalaktosa}}

•• sekundsekundáárnrníí a prima primáárnrníí struktura je struktura je 
komplexnkomplexníí, vl, vlááknitknitáá ss ppřříítomnými ptomnými póóryry

•• ppřřirozenirozenáá je mechanicky labilnje mechanicky labilníí
((zahzahřřááttíímm nad 40 nad 40 ººC se rozpouC se rozpouššttíí))
–– modifikuje modifikuje se se zeszesííťťovováánníímm pomocpomocíí epichlorhydrinuepichlorhydrinu nebo nebo 

divinylsulfonudivinylsulfonu
–– ztratztratíí se tse tíím m ččáást vyust využžitelných hydroxylových skupinitelných hydroxylových skupin
–– zeszesííttěěnnáá je relativnje relativněě stabilnstabilníí (rozpou(rozpouššttěědla mdla míísitelnsitelnáá ss vodou, vodou, pHpH 3 3 

aažž 14),14),
–– nemneměěla by se nechat vyschnoutla by se nechat vyschnout

O

OHO
CH2OH

OH

OH

O
O

O

CH2

O
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SepharosaSepharosa
•• nejbnejběžěžnněějjšíší je je SepharosaSepharosa CLCL--6B6B

–– zavedenzavedenáá firmou firmou PharmaciaPharmacia ((AmershamAmersham BiosciencesBiosciences, dnes GE , dnes GE 
HealthcareHealthcare))

–– CL = CL = „„crosslinkedcrosslinked““, 6B = 6% , 6B = 6% „„beadedbeaded““ agaroseagarose
–– ppóóry dostatery dostateččnnéé pro pro biomolekulybiomolekuly do 1 do 1 MDaMDa, varianty 2B a 4B do 10 , varianty 2B a 4B do 10 MDaMDa
–– nosinosičč doddodáávajvajíí i firmy i firmy BioRadBioRad jako Biojako Bio--Gel A a IBF jako Gel A a IBF jako UltrogelUltrogel

•• pro aktivaci vhodnpro aktivaci vhodnéé metody zammetody zaměřěřenenéé na hydroxylovna hydroxylovéé skupinyskupiny

Forma (částice vesměs 90 µm)SepharoseSepharose

4% agarose4B
6% agarose6B
4% cross-linked agaroseCL-4B
6% cross-linked agaroseCL-6B
4% highly cross-linked agarose4 Fast Flow
6% highly cross-linked agarose6 Fast Flow

6% highly cross-linked agarose
(34 µm)

High 
Performance

PreaktivovanPreaktivovanéé SepharosySepharosy

4-atom. hydrofilní pro reversibilní
vazbu proteinů a thiolovaných 
ligandů. Reaguje i s těžkými kovy, 
alkyl- a arylhalogenidy a dává adiční
reakce s C=O, C=C a N=N vazbami

Thiopropyl Sepharose 6B

10-atom. můstek pro reversibilní
vazbu přes volné thioskupiny

Activated Thiol Sepharose 4B

12-atom. hydrofil. můstek, přes -OH,
-NH2 nebo -SH skupiny

Epoxy-activated Sepharose 6B
9-atom. můstek, přes -COOHECH Sepharose 4B
10-atom. můstek, přes -NH2EAH Sepharose 4B

vazba primárních -NH2 skupinCNBr-activated Sepharose 4 Fast 
Flow

viz výšeNHS-activated Sepharose 4 Fast 
Flow

12-atom. hydrofil. můstek, přes -NH2NHS-activated Sepharose High 
Performance
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Aktivace Aktivace --OH v sacharidových matricOH v sacharidových matricííchch
•• epoxyskupinyepoxyskupiny ((bisoxiranbisoxiran, , epichlorhydrinepichlorhydrin))
•• bromkyanovbromkyanováá metodametoda
•• divinylsulfondivinylsulfon

•• sulfonylchloridysulfonylchloridy
–– tosylchloridtosylchlorid = = pp--toluensulfonylchloridtoluensulfonylchlorid
–– tresylchloridtresylchlorid = 2,2,2= 2,2,2--trifluorethansulfonylchloridtrifluorethansulfonylchlorid

| OH

CH2=CH-SO2-CH=CH2

| O-CH2-CH2-SO2-CH=CH2

R-NH2

| O-CH2-CH2-SO2-CH2-CH2-NH-R

(R-OH, R-SH)

| OH | O-SO2-CH2CF3

R-NH2

| NH-R

Cl-SO2-CH2CF3 HO-SO2-CH2CF3

Cl-SO2 CH3 tosylchloridtosylchlorid

tresylchloridtresylchlorid

DextranovDextranovéé
nosinosiččee

•• materimateriáály ly SephadexSephadex, , SuperdexSuperdex
•• glukosovglukosovéé jednotky spojenjednotky spojenéé 1,6 vazbou,1,6 vazbou,

vvěětventveníí i pi přřes 1,2 / 1,3 a 1,4 spojees 1,2 / 1,3 a 1,4 spoje
•• mechanicky mmechanicky máálo stabilnlo stabilníí
•• nnááchylnchylnéé na bakterina bakteriáálnlníí degradacidegradaci
•• glykosidickglykosidickéé vazby nestabilnvazby nestabilníí ppřřii

nníízkzkéém m pHpH O

O

O

O
OH

OH

O

O

OH

OH

OH

O
CH2

CHOH
CH2

O

O

OH
OH O
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CelulosaCelulosa
•• poupoužžititíí nenneníí tak btak běžěžnnéé, sp, spíšíše ve v prprůůmyslovmyslovéé oblastioblasti
•• velmi velmi ččasto se objevuje ve formasto se objevuje ve forměě membrmembráánn
•• linelineáárnrníí polymer zpolymer z 1,41,4--ββ--DD--glukosovýchglukosových jednotekjednotek
•• nativnnativníí polymer je ve formpolymer je ve forměě vlvlááken bez ken bez poresnporesníí struktury, struktury, 

reinformovanreinformovanáá celulosa je ve formcelulosa je ve forměě kulikuliččekek
•• snsnášíáší pHpH 3 a3 ažž 10, stabiln10, stabilněějjšíší je pje přři kyseli kyseléé oblasti oblasti pHpH, p, přři i pHpH 7 m7 můžůže e 

být být autoklautokláávovvováánana
•• vlvlááknitknitáá celulosa se dodcelulosa se dodáávváá jako suchý prjako suchý prášášekek

–– WhatmanWhatman, , BioRadBioRad, , SchleicherSchleicher && SchuellSchuell
–– vv roztoku je nroztoku je nááchylnchylnáá na mechanickna mechanickéé popošškozenkozeníí (NE (NE magnmagn. m. mííchcháánníí))

•• aktivace aktivace -- karbonyldiimidazolkarbonyldiimidazol a a divinylsulfondivinylsulfon
chloroformichloroformiáátt

•• celulosovcelulosovéé ččáástice, prstice, průůmměěr kolem 450 r kolem 450 µµmm

O
CH2OH

OH

OH
O

O

O

O
O

OH

OH

Cl-CO-O-CH2CH3

- HCl, CH3CH2OH

R-NH2 O
O

N
H

R

OH

PolyakrylamidovPolyakrylamidovéé nosinosiččee
•• vv biochemickbiochemickéé oblasti velmi obloblasti velmi oblííbenbenéé
•• ppřřipravujipravujíí se kopolymeracse kopolymeracíí akrylamiduakrylamidu a N,Na N,N’’--methylenmethylen--

bis(bis(akrylamiduakrylamidu), prob), probííhháá radikradikáálovým mechanismem vlovým mechanismem v ppřříítomnosti tomnosti 
tetramethylendiaminutetramethylendiaminu (TEMED) a (TEMED) a peroxodvojsperoxodvojsííranuranu amonnamonnéého jako ho jako 
iniciiniciáátorutoru

•• BioBio--Gel P dodGel P dodáávváá materimateriáál firma l firma BioRadBioRad
–– ppóóry poskytujry poskytujíí vyluvyluččovacovacíí limity od 2 do 400 limity od 2 do 400 kDakDa
–– nníízkzkéé nespecificknespecifickéé vazbyvazby
–– dobrdobráá pHpH stabilita (2 stabilita (2 –– 10)10)

•• nevýhodou je malnevýhodou je maláá mechanickmechanickáá stabilitastabilita
–– variabilita matrice pvariabilita matrice přři zmi změěnněě slosložženeníí pufrpufrůů
–– nníízkzkéé prprůůtotoččnnéé rychlostirychlosti

•• aktivace se aktivace se nejsnnejsnáázz provprovááddíí ččáástesteččnou nou hydrazinolýzouhydrazinolýzou ppřři 50 i 50 ººCC
–– dostupndostupnéé jsou i jsou i preaktivovanpreaktivovanéé materimateriáály (ly (EnzacrylEnzacryl))

•• glutaraldehydemglutaraldehydem -- uplatnuplatníí se adice amidovse adice amidovéé skupiny na dvojnskupiny na dvojnéé
vazby pvazby přříítomntomnéé vv polymernpolymerníí formforměě glutaraldehyduglutaraldehydu..



10

TrisacrylTrisacryl CH2 C
H

CO N
H

C(CH2OH)3
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H
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-CH2-CH-CH2-CH-CH2-CH-
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NH-C(CH2OH)3
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CH-OH
CH-OH
CO
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CO
NH-C(CH2OH)3

-CH2-CH-CH2-CH-

NH-C(CH2OH)3

CO

+
trisacryl

N,N’-diallyltartradiamid

N-akryloyl-2 amino-2 hydroxymethyl- 1,3 propandiol

•• kopolymerace:kopolymerace:
•• doddodáávváá IBFIBF

•• tristris((hydroxymethylovhydroxymethylovéé) uskupen) uskupeníí poskytuje materiposkytuje materiáálu výbornlu výbornéé
hydrofilnhydrofilníí vlastnostivlastnosti

•• zeszesííťťovanýovaný charakter pcharakter přřininášíáší zlepzlepššeneníí mechanických vlastnostmechanických vlastnostíí
oproti oproti polyakrylamidupolyakrylamidu

•• tolerance tolerance pHpH je od 1 do 11je od 1 do 11
•• snsnášíáší zmrazmražženeníí, teploty do 120 , teploty do 120 ººC a organickC a organickáá rozpourozpouššttěědladla
•• aktivace je moaktivace je možžnnáá pomocpomocíí

–– karbonyldiimidazolukarbonyldiimidazolu
–– bromkyanubromkyanu
–– divinylsulfonudivinylsulfonu

SephacrylSephacryl
•• na bna báázi zi dextranovdextranovééhoho gelu sgelu s vnesenými vnesenými allylovýmiallylovými postrannpostranníími mi 

skupinami skupinami zeszesííťťovanýmiovanými pomocpomocíí N,NN,N’’--methylenmethylen--bis(bis(akrylamiduakrylamidu))
•• obsahuje tedy lineobsahuje tedy lineáárnrníí glukosovglukosovéé řřetetěězce spojenzce spojenéé ppřřes molekuly es molekuly 

bis(bis(akrylamiduakrylamidu) a tak) a takéé linelineáárnrníí ččáásti polymernsti polymerníího bis(ho bis(akrylamiduakrylamidu))
•• SephacrylSephacryl SS--300 a S300 a S--400 400 -- vyluvyluččovacovacíí limity 1,5 a 8 limity 1,5 a 8 MDaMDa
•• gely HR gely HR řřady ady -- vylepvylepššenenéé prprůůtotoččnnéé vlastnostivlastnosti
•• materimateriáál je dostatel je dostateččnněě chemicky i mechanicky odolnýchemicky i mechanicky odolný
•• aktivace aktivace -- ppřřes sekundes sekundáárnrníí hydroxylovhydroxylovéé skupinyskupiny
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MethakrylMethakryláátovtovéé matricematrice

•• TSKTSK--Gel Gel ToyopearlToyopearl ((vyrvyr. . TosohTosoh, distribuce , distribuce MerckMerck jako jako FractogelFractogel TSK)TSK)
–– kopolymerace kopolymerace glycidylmethakrylglycidylmethakryláátutu, , pentaerythritolpentaerythritol

dimethakryldimethakryláátutu a a polyethylenglykolupolyethylenglykolu -- velký povelký poččet hydroxylet hydroxylůů a a 
etherových vazebetherových vazeb

•• ččáástesteččnněě hydrofilnhydrofilníí, výborn, výbornéé mech. vlastnosti, tolerancmech. vlastnosti, tolerancíí pHpH 2 a2 ažž 1212
•• velikosti S (velikosti S („„superfinesuperfine““, 20 a, 20 ažž 40 40 µµm), F (m), F („„finefine““, 30 a, 30 ažž 60 60 µµm) a C m) a C 

((„„coarsecoarse““, 50 a, 50 ažž 100 100 µµm)m)

CH2
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O C
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TSK

I pentaerythritol
dimethakrylát

II polyethylenglykol

III glycidylmethakrylátu

I

II

III

CH2

CH3

O-CH2-CH2-OH

O

C C

CH2

CH3

O-CH2-CH2-O

O O
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CH2C C C C
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CH3

CH2

O
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O CH2
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CH2
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O
O-CH2-CH2-OH

CH2

CH3

CH2

CH3

CH2
O

O
O

O C
H2

C
H2

+

HEMAHEMA

•• poprvpoprvéé ppřřipraven vipraven v ČČeskoslovenskueskoslovensku
–– vznikvznikáá kopolymerackopolymeracíí 22--hydroxyethylmethakrylhydroxyethylmethakryláátutu se sse sííťťujujííccíím m 

ethylendimethakrylethylendimethakryláátemtem
–– zeszesííťťovanovanáá struktura vytvstruktura vytváářříí makro i makro i mikropmikropóóryry, kter, kteréé poskytujposkytujíí vysokou vysokou 

odolnost vodolnost vůčůči tlakui tlaku
•• chemickchemickáá odolnost je pro odolnost je pro pHpH 2 a2 ažž 1212
•• tepelntepelnáá odolnost aodolnost ažž do 170 do 170 ººCC
•• doddodáávanvanéé velikosti velikosti ččáástic jsou 5, 10 a 60 stic jsou 5, 10 a 60 µµmm

–– vv tuzemsku nyntuzemsku nyníí vyrvyráábbíí firma firma Tessek, kTessek, k dispozici i dispozici i ppřředaktivovanedaktivovanéé
matrice smatrice s rrůůznými reaktivnznými reaktivníími skupinamimi skupinami

n
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–– kopolymerackopolymeracíí methakrylamidumethakrylamidu, N,N, N,N’’--methylenmethylen--bisbis((methakrylamidumethakrylamidu) a ) a 
slosložžky sky s oxiranovouoxiranovou skupinou, skupinou, glycidylmethakrylglycidylmethakryláátutu nebo nebo 
allylglycidyletheruallylglycidyletheru (na obr. dole)(na obr. dole)

–– RohmRohm PharmaPharma, v, v USA jako USA jako SpectraSpectra//CrylCryl
•• porporééznzníí ččáástice 30, 150 a 250 stice 30, 150 a 250 µµm, neporm, neporééznzníí 1 1 µµm, mechanickm, mechanickáá stab.stab.
•• imobilizace probimobilizace probííhháá adicadicíí na na oxiranovoxiranovéé uskupenuskupeníí

–– reagovat mohou primreagovat mohou primáárnrníí aminy, aminy, sulfhydrylovsulfhydrylovéé skupiny skupiny čči hydroxylyi hydroxyly
–– doporudoporuččovováána pna přříítomnost fosftomnost fosfáátovtovéého ho pufrupufru, urychl, urychlíí se tse tíím reakce a mm reakce a můžůže e 

probprobííhat blhat blíízko neutrzko neutráálnlníího ho pHpH

SrovnSrovnáánníí reakreakččnníích ch 
parametrparametrůů
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RelativnRelativníí uužžiteiteččnost aa pro nost aa pro 
imobilizaciimobilizaci

AA zbytek Obsah Dostupnost Reaktivita Stabilita 
spojení Použití 

Asp +    ++    +    +    + 
Arg +    ++    -    ±    - 
Cys -    ±    ++    -    - 
cystin +    -    ±    ±    - 
Glu +    ++    +    +    + 
His ±    ++    +    +    + 
Lys ++    ++    ++    ++    ++ 
Met -    -    ±    -    - 
Ser ++    +    ±    +    ± 
Thr ++    ±    ±    +    ± 
Trp -    -    -    ±    - 
Tyr +    -    +    _+    + 
C konec -    ++    +    +    + 
N konec -    ++    ++    ++    + 
sacharid. zbytek - ~ ++    ++    +    +    ± 

 

Orientace Orientace 
enzymuenzymu

•• nesmnesmíí dojdojíít (a) ke zmt (a) ke změěnněě konformacekonformace
vazebnvazebnéého mho míísta, aby dochsta, aby docháázelo k optizelo k opti--
mmáálnlníí vazbvazběě substrsubstráátu (b)tu (b)

•• nevhodnnevhodnéé je nepje nepřříístupnstupnéé aktivnaktivníí mmíístosto
(c) v d(c) v důůsledku stericksledku sterickéé zzáábranybrany

•• mméénněě efektivnefektivníí aažž nefunknefunkččnníí mmůžůže býte být
vazebnvazebnéé mmíísto deformovansto deformovanéé v dv důůsledkusledku
distorse (d)distorse (d)

•• v obou pv obou přříípadech mpadech můžůže pomoci "odde pomoci "oddáálenleníí" molekuly enzymu od " molekuly enzymu od 
nosinosičče poue použžititíím vhodnm vhodněě dlouhdlouhéého ramho raméénka (spacer, linker, nka (spacer, linker, ……))
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ZachycenZachyceníí enzymu v polymeruenzymu v polymeru
•• mmůžůže se jednat o e se jednat o ččististěě fyzikfyzikáálnlníí zachycenzachyceníí na zna záákladkladěě velikostivelikosti

–– v gelu, zapolymerovv gelu, zapolymerováánníí uvnituvnitřř vhodnvhodnéé matricematrice
•• kombinace zachycenkombinace zachyceníí a kovalentna kovalentníí vazbyvazby

–– derivatizace lyzinových zbytkderivatizace lyzinových zbytkůů akryloylchloridem CHakryloylchloridem CH22=CH=CH--COCO--ClCl
–– vzniklý na enzym vvzniklý na enzym váázaný akrylamid se pak kopolymerizuje s zaný akrylamid se pak kopolymerizuje s 

klasickou smklasickou směěssíí akrylamidu a bisakrylamiduakrylamidu a bisakrylamidu
•• vhodnvhodnéé pro imobilizaci "komplexnpro imobilizaci "komplexněějjšíších" systch" systéémmůů obsahujobsahujííccíích daný ch daný 

enzym (buenzym (buňňky, organely, ky, organely, ……))
•• metoda je vhodnmetoda je vhodnáá pouze pro enzymy pouze pro enzymy úúččinkujinkujííccíí na nna níízkomolekulzkomolekuláárnrníí

substrsubstráátyty

•• stabilita chymotrypsinustabilita chymotrypsinu
•• v zv záávislosti na zpvislosti na způůsobusobu

imobilizaceimobilizace
–– volný (a), derivatizovanývolný (a), derivatizovaný

akryloyl Cl (b)akryloyl Cl (b)
–– zachycený v polymethakryl.zachycený v polymethakryl.

gelu (d), kombinovangelu (d), kombinovaněě (c)(c)

GelovGelovéé matricematrice
•• enzym se zachytenzym se zachytíí v prv průůbběěhu phu přříípravy gelupravy gelu

–– alginalgináát, chitosan, t, chitosan, žželatina, PAG, PVA plus MNOHO dalelatina, PAG, PVA plus MNOHO dalšíších ch 
polymerpolymerůů

•• vznikne tak monolitický materivznikne tak monolitický materiááll

•• enzym se nechenzym se necháá vsvsááknout do hotovknout do hotovéého gelu ve formho gelu ve forměě kulikuličček ek 
(Sepharosa, Sephadex) a n(Sepharosa, Sephadex) a nááslednsledněě se chemicky zesse chemicky zesííťťuje uje 
(glutaraldehydem)(glutaraldehydem)

•• prostprostéé zeszesííťťovováánníí nednedáávváá geometricky definovangeometricky definovanéé tvarytvary

•• "smart" polymery "smart" polymery -- mměěnníí vlastnosti pod vlivem externvlastnosti pod vlivem externíích vlivch vlivůů (pH, (pH, 
teplota, iontovteplota, iontováá ssííla) a mohou tak cla) a mohou tak cíílenleněě napnapřř. uvolnit v. uvolnit váázaný enzym zaný enzym 
do roztokudo roztoku
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(CH(CH33O)O)44Si + HSi + H22OO (CH(CH33O)O)33SiSi--OH + CHOH + CH33OHOH

2 (CH2 (CH33O)O)33SiSi--OHOH (CH(CH33O)O)33SiSi--OO--Si(CHSi(CH33O)O)33 + H+ H22OO

2 (CH2 (CH33O)O)33SiSi--OHOH (CH(CH33O)O)33SiSi--OO++--Si(CHSi(CH33O)O)33 + OH+ OH--

HH solsol

SiSixxOOyy((µµ--OH)OH)zz(t(t--OH)OH)4x4x--2y2y--2z2z gelgel

SiSixxOOyy + zH+ zH++ + (2x+ (2x--yy--z) Hz) H22OO xerogelxerogel (mech. stabiln(mech. stabilníí))

SolSol--gel imobilizacegel imobilizace
•• solsol--gel proces gel proces –– vznik vznik „„sklaskla““ hydrolytickou polymerachydrolytickou polymeracíí monomolemonomole--

kulkuláárnrníích prekursorch prekursorůů (CH(CH33O)O)44Si tetramethylSi tetramethyl--oo--kkřřemiemiččitan (TMOS):itan (TMOS):

enzymenzym

zachycenzachyceníí v pv póórechrech

gelovatgelovatěěnníí

ststáárnutrnutíí a vysycha vysycháánníí

ZachycenZachyceníí v membrv membráánových nových 
systsystéémechmech

•• enzym je od pracovnenzym je od pracovníího prostho prostřřededíí oddodděělen semipermeabilnlen semipermeabilníí
membrmembráánou, prnou, průůchozchozíí pro substrpro substrááty a produktyty a produkty

•• membrmembráánovnováá dutdutáá vlvláákna "hollow fiber membranes" obsahujkna "hollow fiber membranes" obsahujíí enzym enzym 
uvnituvnitřř, pracovn, pracovníí roztok proudroztok proudíí okolookolo
–– povrch membrpovrch membráány i vny i vííce nece nežž 20 m20 m22/l/l

•• jednoduchjednoduchéé -- nenneníí ttřřeba nic optimalizovateba nic optimalizovat
•• relativnrelativněě drahdrahéé

•• membrmembráána mna můžůže být i ve forme být i ve forměě vvááččkkůů ("droplets")("droplets")
–– enzym se rozpustenzym se rozpustíí ve vodnve vodnéém roztoku 1,6m roztoku 1,6--diaminohexanudiaminohexanu
–– disperguje se v roztoku 1,6disperguje se v roztoku 1,6--hexandiovhexandiovéé kyseliny v chloroformukyseliny v chloroformu
–– vzniknou kapivzniknou kapiččky enzymu obalenky enzymu obalenéé tenkou membrtenkou membráánou z nylonu nou z nylonu 

(Nylon(Nylon--6,6)6,6)
•• je moje možžnnéé poupoužžíít i liposomy s enzymem uvnitt i liposomy s enzymem uvnitřř
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SrovnSrovnáánníí imobilizaimobilizaččnníích ch 
postuppostupůů

Charakteristika Adsorpce Kovalentně Entrapment Zachycení v 
membráně 

Příprava snadné obtížné obtížné snadné 
Náklady nízké vysoké střední vysoké 
Vazebná síla různé silné slabé silné 
Únik enzymu ana ne ano ne 
Použitelnost široká selektivní široká univerzální 
Pracovní problémy vysoké nízké vysoké vysoké 
Matricové efekty ano ano ano ne 
Velká difúzní bariéra ne ne ano ano 
Ochrana před mikroby ne ne ano ano 

 

Vliv imobilizace na pH optimumVliv imobilizace na pH optimum
•• nnááboj nosiboj nosičče posouve posouváá pH optimumpH optimum
•• ddůůsledek partitice Hsledek partitice H++ iontiontůů v mikrookolv mikrookolíí enzymu na povrchu nebo v enzymu na povrchu nebo v 

ppóórech nosirech nosiččee
•• posun pH pracovnposun pH pracovníího roztoku mho roztoku můžůže být výhodný pro zlepe být výhodný pro zlepššeneníí

rozpustnosti substrrozpustnosti substráátu tu čči produktui produktu

•• nativnnativníí enzym v roztokuenzym v roztoku
•• imobilizace na imobilizace na kladnkladněě nebo nebo zzáápornporněě nabitý nosinabitý nosičč
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DifDifúúznzníí vlivyvlivy
•• substrsubstráát se must se musíí dostat z okolndostat z okolníího prostho prostřřededíí do aktivndo aktivníího mho míístasta
•• ppřřekonekonáávváá se nemse nemííchanchanáá vrstva na povrchu nosivrstva na povrchu nosičče e -- externexterníí difdifúúzeze
•• potpotéé se pohybuje uvnitse pohybuje uvnitřř ppóórrůů nosinosičče e -- interninterníí difdifúúzeze
•• koncentrakoncentraččnníí gradienty substrgradienty substráátu a produktu v ptu a produktu v přříípadpaděě poresnporesníího ho 

nosinosiččee

•• a pouze reakce a interna pouze reakce a interníí difdifúúzeze
•• b navb navííc partitice S a P v mikroc partitice S a P v mikro

prostprostřřededíí nosinosiččee
•• c jako a, navc jako a, navííc externc externíí difdifúúzeze
•• d kombinace difd kombinace difúúznzníích a partich a parti--

titiččnníích efektch efektůů

•• partitipartitiččnníí vrstva je cca 1000xvrstva je cca 1000x
tentenččíí nenežž difdifúúznzníí vrstvavrstva

DifDifúúznzníí kontrola enzymovkontrola enzymovéé konverzekonverze

•• ppřři imobilizovi imobilizováánníí velkvelkéého mnoho množžstvstvíí enzymu se jeho aktivita jakoby enzymu se jeho aktivita jakoby 
zdzdáánlivnlivěě ztrztrááccíí

•• efektivnefektivníí aktivita enzymu na nosiaktivita enzymu na nosičči je mnohem meni je mnohem menšíší nenežž teoreticky teoreticky 
navnaváázanzanáá -- ddůůsledek difsledek difúúznzníích problch probléémmůů -- omezený pohyb substromezený pohyb substráátutu

•• pozitivnpozitivníí projev projev -- zdzdáánlivnliváá stabilizace imobilizovanstabilizace imobilizovanéého enzymuho enzymu

vnesenvnesenáá aktivitaaktivita

nalezennalezenáá
aktivitaaktivita

ččasas

aktivitaaktivita
skuteskuteččnněě ppřříítomntomnáá

nalezennalezenáá
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Imobilizace pro enzymovImobilizace pro enzymovéé
biosensorybiosensory

•• imobilizace enzymu na povrch fyzikimobilizace enzymu na povrch fyzikáálnlněě--chemickchemickéého ho 
ppřřevodnevodnííkuku

•• vyuvyužžíívajvajíí se postupy imobilizace zmse postupy imobilizace zmíínněěnnéé ddřřííve i dalve i dalšíší
specispeciáálnlníí metodikymetodiky

•• nejnejččastastěějjšíší jsou enzymovjsou enzymovéé elektrody elektrody -- kombinace enzymu kombinace enzymu 
a elektrochemicka elektrochemickéého pho přřevodnevodnííkuku

•• enzymovenzymovéé optody (optrody) optody (optrody) -- analogie, nosianalogie, nosiččem je ale em je ale 
obvykle svobvykle svěětlovod (opticktlovod (optickéé vlvláákno)kno)

MembrMembráány any a biosensorybiosensory

•• mmembrembráány vny v biosensorechbiosensorech plnplníí nněěkolik funkckolik funkcíí::
•• imobilizacimobilizacee enzymovýchenzymových molekul molekul –– nosnnosnáá funkcefunkce
•• řříízenzeníí transportu ltransportu láátek butek buďď prostprostřřednictvednictvíím difm difúúznzníí kontroly nebo kontroly nebo 

ovlivovlivnněěnníímm selektivitselektivityy (anti(antiinterfereninterferenččnníí))
•• zlepzlepššeneníí mechanickmechanickéé stabilitystability
•• biokompatibilitbiokompatibilitaa

mechanická
                kontrola transportu

         imobilizace

                          E
převodník            E

                          E



19

RozdRozděělenleníí a a ppřříípravaprava membrmembráánn
•• mmembrembráána na = = porporééznzníí prostprostřřededíí, rozd, rozděělleneníí::
•• hrubhruběě porporééznzníí -- ppóóryry nad 5 nm (skelnnad 5 nm (skelnáá frita), permeabilitu ovlivfrita), permeabilitu ovlivňňuje uje 

rozdrozdííl hydrostatickl hydrostatickéého tlaku na obou stranho tlaku na obou stranáách, osmotický tlak se ch, osmotický tlak se 
neuplatneuplatňňuje uje 

•• jemnjemněě porporééznzníí -- ppóóry 1 ary 1 ažž 5 nm  (nap5 nm  (napřř. acetylcelulosa), rozpou. acetylcelulosa), rozpouššttěědlo dlo 
prochprocháázzíí konvekckonvekcíí a difa difúúzzíí, permeabilita je d, permeabilita je dáána velikostna velikostíí
rozpurozpuššttěěných lných láátektek

•• neporneporééznzníí (hust(hustéé) ) -- nevykazujnevykazujíí porporééznzníí strukturu, rozpoustrukturu, rozpouššttěědlo dlo 
prochprocháázzíí pouze difpouze difúúzzíí

•• ffáázovzováá konverzkonverzee -- rroztok polymeru ve vhodnoztok polymeru ve vhodnéém rozpoum rozpouššttěědle se nalije dle se nalije 
na pevný povrch a vyna pevný povrch a vyččkkáá se odpase odpařřeneníí rozpourozpouššttěědladla
–– polyvinyl chlorid (tetrahydrofuran polyvinyl chlorid (tetrahydrofuran -- THF), acetylcelulosa (aceton), THF), acetylcelulosa (aceton), 

polyethersulonpolyethersulonáát (dimethylsulfoxid) nebo polyurethan (THF, aceton)t (dimethylsulfoxid) nebo polyurethan (THF, aceton)

•• polymeracepolymerace z mono z mono čči oligomeri oligomerůů ppřříímo na mmo na mííststěě poupoužžititíí (tvorba (tvorba „„in in 
situsitu““) ) -- vhodnvhodnáá k pk přříípravpravěě fragilnfragilníích gelovitých membrch gelovitých membráán (polyvinylalkohol, n (polyvinylalkohol, 
polyakrylamid), kterpolyakrylamid), kteréé obsahujobsahujíí velký podvelký podííl vodyl vody
dodatedodateččnnáá tvorba ptvorba póórrůů -- tzv. nukletzv. nukleáárnrníí membrmembráánnyy (Nucleopore)(Nucleopore)
–– vvrstva polymeru se rstva polymeru se „„prostprostřřííllí“í“ urychlenými nukleony, urychlenými nukleony, pak se pak se naleptnaleptáá

ÚÚpravy pravy 
membrmembráánn

•• vvelikost pelikost póórrůů membrmembráányny
lze dodatelze dodateččnněě zmzměěnitnit::

•• zvzvěěttššeneníí prprůůchodnosti se doschodnosti se dosááhne nalepthne naleptáánníím polymeru m polymeru 
membrmembráány, kterny, kteréé vede ke zvvede ke zvěěttššeneníí prprůůmměěru pru póórrůů
–– alkalickalkalickáá hydrolýza acetylcelulosy nebo polykarbonhydrolýza acetylcelulosy nebo polykarbonááttůů

•• zzmenmenššeneníí prprůůchodnosti a zlepchodnosti a zlepššeneníí permselektivity se dospermselektivity se dosááhne hne 
depozicdepozicíí vhodných lvhodných láátek uvnittek uvnitřř ppóórrůů
–– napnapřř. organosilan. organosilanůů nebo lipidických lnebo lipidických láátektek

•• symetricksymetrickéé mmembrembráány ny -- oboběě strany jsou rovnocennstrany jsou rovnocennéé, , 
prprůůchodnost obchodnost oběěma smma směěry je stejnry je stejnáá

•• asymetrickasymetrickéé mmembrembráány ny -- ppřřipravujipravujíí se na rozhranse na rozhraníí dvou fdvou fáázzíí

NucleoporeNucleopore
membrmembráánana
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MechanickMechanickéé zachycenzachyceníí enzymuenzymu

•• nejjednodunejjednoduššíšší -- kkáápne se roztokpne se roztok
biokomponentybiokomponenty na povrch pna povrch přřevodnevodnííku ku 
a pa přřekryje se dialyzaekryje se dialyzaččnníí membrmembráánounou

•• alternativnalternativníí metodou je zachycenmetodou je zachyceníí
biomolekulbiomolekul uvnituvnitřř vhodnvhodnéého polymeru ho polymeru 
(inkluze), polymern(inkluze), polymerníí vrstva se vytvovrstva se vytvořříí
na povrchu podpna povrchu podpůůrnrnéé dialyzadialyzaččnníí
membrmembráányny

převodník
                      o-kroužek

E   E    E
 E      E        dialyzační
                    membrána

ZachycenZachyceníí v geluv gelu
•• žželatinaelatina je je ččasto pouasto použžíívváána pro enzymovna pro enzymovéé membrmembráány; 5% roztok se ny; 5% roztok se 

rozpustrozpustíí ppřři zvýi zvýššenenéé teplotteplotěě (a(ažž 50 50 ooC) a pC) a přřididáá se enzym, promse enzym, promííchcháá se se 
a naleje na podloa naleje na podložžku (napku (napřř. dialyza. dialyzaččnníí membrmembráána)na)

•• NafionNafion je polymer rozpuje polymer rozpuššttěěný ve smný ve směěsi alkoholsi alkoholůů s vodous vodou
–– poupoužžíívváá se pro tvorbu permselektivnse pro tvorbu permselektivníích membrch membráán n -- jako jako 

iontomiontoměěniničč
–– mmůžůže zachycovat biomolekulye zachycovat biomolekuly

 [(CF2 CF2)m CF CF2]n
O

CF2

CFCF3 O CF2 CF2 SO3H
p

Nafion
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ZachycenZachyceníí v PVAv PVA
•• polyvinylalkohol je hydrofilnpolyvinylalkohol je hydrofilníí, neutr, neutráálnlníí a biokompatibilna biokompatibilníí polymer, polymer, 

ve vodve voděě silnsilněě bobtnbobtnáá; dostupný ve form; dostupný ve forměě oligomeroligomerůů (90 kDa), kter(90 kDa), kteréé
po zespo zesííťťovováánníí vytvovytvořříí konekoneččný polymerný polymer

•• radiaradiaččnníí polymerace vyupolymerace využžíívváá ozozáářřeneníí smsměěsi oligomersi oligomerůů a enzymu a enzymu γγ--
zzáářřeneníím (generuje m (generuje 6060Co)Co)
–– vzniklvznikléé radikradikáály vyvolajly vyvolajíí daldalšíší polymeraci a zespolymeraci a zesííťťovováánníí
–– výslednvýslednáá membrmembráána neobsahuje na neobsahuje žžáádndnéé nenežžáádoucdoucíí produkty a produkty a 

sousouččasnasněě je sterilizovje sterilizováánana

•• chemickchemickéé ssííťťovováánníí –– triisokyantriisokyanáátyty
(TIC), spoj(TIC), spojíí postrannpostranníí hydroxylyhydroxyly

•• UV polymerace UV polymerace -- PVA obsahujPVA obsahujííccíí
styrylbipyridiniovstyrylbipyridiniovéé skupinyskupiny
(PVA(PVA--SbQ, 1.3%) SbQ, 1.3%) 
–– vvůůbec nejbec nejššetrnetrněějjšíší postup postup 

imobilizace pomocimobilizace pomocíí PVAPVA

 
O C N CH2

CH2OCN

NCO

N C O HO NH C O
O

TIC

 +
             zesítění

MultifunkMultifunkččnníí polymerypolymery
•• kombinujkombinujíí imobilizaci enzymu s polymernimobilizaci enzymu s polymerníí

strukturou nesoucstrukturou nesoucíí skupiny mediskupiny mediáátortorůů
ppřřenenášášejejííccíí elektrony, tzv. elektrony, tzv. redox relaysredox relays

•• polypoly--44--vinylpyridin (oligomer kolem 50 kDa)vinylpyridin (oligomer kolem 50 kDa)
se se ččáástesteččnněě komplexuje s osmiem (medikomplexuje s osmiem (mediáátor),tor),
a a ččáástesteččnněě se do nse do něěj kvarternizacj kvarternizacíí zavedouzavedou
aminoskupinyaminoskupiny

•• smsměěs modifikovans modifikovanéého oligomeru, enzymu aho oligomeru, enzymu a
ččinidla PEGDE (polyethylenglykoldiglycidylether) se nanese inidla PEGDE (polyethylenglykoldiglycidylether) se nanese 
na elektroduna elektrodu  

CH2 CH

N
N

CH2 CH2 NH2

N

Os(bpy)2Cl

CHH2C
O

CH2 O CH2 CH2 O CH2 CH
O

CH2

parc. komplexace (1/6)
+ Os(bpy)2Cl2

n

kvarternizace
+ 2-bromoethylamin

PEGDE

E

M

M
M

M

M

E

E

E
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ZesZesííťťovováánníí enzymu na povrchuenzymu na povrchu

•• zdaleka nejzdaleka nejččastastěěji se pouji se použžíívváá glutaraldehydglutaraldehyd; jeho sm; jeho směěs s roztokem s s roztokem 
bbíílkoviny v zlkoviny v záávislosti na koncentraci slovislosti na koncentraci složžek vytvek vytváářříí spontspontáánnnněě retikulum retikulum 
bubuďď ppřříímo na povrchumo na povrchu sensorusensoru, nebo na vhodn, nebo na vhodnéém podkladovm podkladovéém materim materiáálu lu 
(polyamidov(polyamidováá ssííťťka, dialyzaka, dialyzaččnníí membrmembráána)na)

•• reakcreakcíí mezimezi aldehydovoualdehydovou skupinou skupinou ččinidla sinidla s aminoskupinouaminoskupinou bbíílkoviny lkoviny 
(postrann(postranníí lyzinovlyzinovéé zbytky) vznikzbytky) vznikáá propojenpropojeníímm SchiffovaSchiffova bbááze, kterze, kteráá se se 
jeješšttěě mmůžůže zredukovat na stabilne zredukovat na stabilněějjšíší aminovou vazbuaminovou vazbu

O CH (CH2)3 CH O

CH O H2N

CH N

CH2 NH

glutaraldehyd
                  +

                     Schiffova báze

                      redukce (NaBH4)

E E

E

E

BSA

BSA
BSA

BSABSA

retikulum


