Imobilizace enzymu

* enzymy - pramyslové pouziti

— biokatalytické konverse

— bioanalytické aplikace, enzymové sensory

ekonomicky aspekt - snizeni vyrobnich naklad
enzymovych procest diky opakovanému pouziti
dlouhodoba stabilizace enzymové aktivity

snadna separace vysledného produktu

— dvoufazovy systém, enzym zachycen na heterogenni fazi

— substrat, produkt volné v roztoku

— realizace kontinualné pracujicich procest (enzymové reaktory)

nevhodné, pokud je i enzymovy substrat nerozpustny

Idealni nosi¢é enzymu
levny, inertni, mechanicky pevny, chemicky
stabilni

zachovava nebo zvysSuje specifitu enzymu (dana
pomérem K. /K,,)

snizuje inhibici enzymu produktem

posunuje pH optimum enzymu zadanym smérem
zabranuje mikrobialni kontaminaci

omezuje nespecifickou adsorpci




Zpusoby imobilizace

* aadsorbce

* b kovalentni vazba

* ¢ zachyceni v polymeru,
"entrapment” 5 d

* d zachyceni v membranovém
vacku, "cofinement” £

Volba nosice

* nizka cena (po zni¢eni enzymové aktivity se vyhodi)

» drahé nosice - pfi malém rozsahu procesu, pfipadné pokud je Ize
pouzit opakované (opakovana imobilizace enzymu)

» uplatni se forma, tvar, mech. stabilita, hustota, porosita, distribuce
velikosti port, povrchovy naboj (posun pH optima reakce), hustota
reaktivnich skupin (vazebna kapacita)

» specialni vlastnosti

— magnetismus
— rozklad nezadoucich produktii (MnO, a peroxid vodiku)
— povrch s redukénimi vlastnostmi (TiO,)

I 4 I 4

Geometrické usporadani
+ ¢astice (,,beads”)
— definovana velikost a porosita
+ filmové povlaky
— tenké vrstvy na vhodném neutralnim nosném materialu
*« membrany
— soucasné je mozné realizovat biokatalytickou reakci a separaci na
zakladé rozdilné velikosti substratu a produktu
» vlaknité materialy
— vysoky podil povrchu — velka objemova aktivita
* pény - zachyceni uvnitf (polyurethany)

Struktura

mikroporesni 0.1 az 10 nm
— mesoporesni 3 az 10 nm — srovnatelné se velikosti enzymu
— makroporesni 8 az 1000 nm, povrch 25 az 100 m3/g
— neporesni — vyborna prito¢nost, ale mala kapacita a maly povrch
— gelovita — nema stalé péry, ty vznikaji az pri nabobtnani; obdoba
neporesniho usporadani




Adsorpce enzymu na nosié¢
» jednoduchy, Siroce pouzitelny postup — velmi mirné podminky,
zachovani aktivity — neni kovalentni vazba, neni naruseni konformace
+ reversibilita — jak enzymu (purifikace), tak vlastni matrice — oboji Ize
regenerovat a pouzit znovu
* moznost vysokych obsaht (az 1 g enzymu na 1 g nosice)
» ale slaba interakce — enzymy se mohou postupné spontanné
uvoliovat z matrice
» zOcastnéné interakce
— nespecifické (van der Waalsovy sily, vodikové mustky, hydrofilni
interakce): CPG, silikagely
— biospecifické — pres ligand interagujici s enzymem (mimo aktivni misto)
— interakce s imobilizovanymi barvivy nebo ionty kovt
— iontové interakce (ionexy)
— hydrofobni interakce: PET, HDPE, polyethylentereftalat, latex
(polystyren), poly(ST-DVB), amberlit XAD, silikaty, zeolity, talek
+ c¢astecna desolvatace v pribéhu vazby na nosi¢, mize dochazet ke
zménam konformace
— stabilizace, zmény aktivity a specifity katalyzované reakce

lontové interakce
» syntetické pryskyrice (SP)
— kopolymery akrylamidu a kys. maleinové nebo itakonové,
fenolformaldehydové kondenzaty
* SP s povrchovymi skupinami — Dowex, Amberlit, Duolit
» polysacharidové derivaty — DEAE-celulosa, DEAE-dextran, DEAE-
Sephadex, CM-celulosa, CH-Sepharosa, AH-Sepharosa, Q-
Sepharosa, S-Sepharosa
— DEAE ... diethylaminoethyl, CM ... -O-CH,-COOH, CH ... -NH(CH,)COOH,
AH ... NH-(CH,);-NH2, Q ... -CH,-N*(CH,),, S ... -CH,-SO,H
— vSeobecné velmi hydrofilni materialy, naboj zavisi na pH okolniho
roztoku

+ dulezitou roli hraji podminky, zejména pH, pfi adsorpci

Invertasa Typ nosice
DEAE-Sephadex | CM-Sephadex
0,
e (anex) (katex)
pH 2.5 0 100
pH 4.7 100 75
pH 7.0 100 34




Kovalentni imobilizace enzymu

* poresni/ neporesni nosice, vzajemna velikost porti a molekul
enzymu

* povrchova hustota navazanych molekul
* reaktivni skupiny dostupné na specialnich nosicich
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* aanhydrid, b karbonat, ¢ aldehyd, d epoxid, e azid, f isothiokyanat,
g nitrofenylester karboxylové kyseliny, h azlakton

+ typické mnozstvi 0.02 g enzymu na 1 g nosiée

Silikagel
+ "silica", SiO, x H,0, voda chemicky vazana
v nestechiometrickém poméru, obsahuje vazby
— siloxanové (Si-O-Si)
— silanolové (Si-OH) - aktivuji se silanizaci
+ amorfni struktura, vyborna mechanicka stabilita - vysoké tlaky
+ omezena pH stabilita (mezi 2 a 8), nachylny na nespecifické interakce

. Porezni sklo cprg, "controlled pore glass"
» vyborné mechanické vlastnosti
— pro techniky pracujici s vysokymi tlaky
— pomérné kiehké, pri aktivacich radéji jemné tfepat a nemichat

— pfi vyméné roztoki je dobré pouzivat vakuum, aby se odstranily bublinky
zachycené v poérech

» priprava - borosilikatové sklo se zahfeje - dojde k separaci boratové a
silikatové faze, boraty se odstrani vylouhovanim, vzniknou uniformni péry

— v alkalické oblasti nad pH 8 se rychle degraduje
* nizka nespecificka adsorpce




Viastnosti CPG

Pramér pora | Plocha
(nm) (m2/g)
7.5 340

17 150

35 75

100 25

200 13

300 9

Silanizace

+ aktivace inertnich povrchi pokrytych vrstvou oxidu (sklo, silikaty,
slida, oxidy kovil)
— v hydratovaném stavu obsahuje hydroxylové skupiny, napf. Si-
OH, silanolovy zbytek
* reakci se silany vznika spontanné usporadana vrstva
— obvykle nékolik vrstev, ne monovrstva
— nepouzivaji se organické halogenované silany (jsou prili$
reaktivni a zadna dalsi skupina uz by nezbyla), ale méné reaktivni
alkoxyderivaty

+ silanizaci se na povrch modifikovaného nosi¢e zavedou vhodné
reaktivni skupiny X

OR |
RO—Si—X ?
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Silanizaéni ¢inidla
* aminosilany

— APTES |(CH3CH20)3Si—(CH2)3-NH2| SoHLCH,
(3-aminopropyl)-triethoxysilan H;C—Si—(CH,);-NH,
APDEMS OCH,CH,
(3-aminopropyl)-diethoxy-methylsilan
APMES CH,
(3-aminopropyl)-dimethyl-ethoxysilan, CH;CH,0—Si—(CH,);-NH,
monofunkéni - vede ke vzniku monovrstvy CH,

+ glycidoxysilany (CH3O)3Si—C—|C_Z|—CH2

— GOPS =Y
glycidoxypropyl-trimethoxysilan

- GPMES TH, H
(3-glycidoxypropyl)-dimethyl-ethoxysilan CH,CH,O0—Si—C—C—CH,

CH, 2
o
* merkaptosilany

- MPTS |(CH3O)SSi—(CH2)3-SH|
(3-merkaptopropyl)-trimethoxysilan

- MPDMS PCHCH,
(3-merkaptopropyl)-methyl-dimethoxysilan H,C—S$i—(CH,);-SH

OCH,CH,
Agarosa

(Sepharosa)

polysacharid tvoren z D-galaktosy a
3-anhydrogalaktosy
poly-{B-1,3-D-galaktosa-a-1,4-(3,6-anhydro)-
-L-galaktosa}

sekundarni a primarni struktura je
komplexni, vlaknita s pfitomnymi pory
pfirozena je mechanicky labilni

(zahratim nad 40 °C se rozpousti)

— modifikuje se zesitovanim pomoci epichlorhydrinu nebo
divinylsulfonu

— ztrati se tim €ast vyuzitelnych hydroxylovych skupin
— zesiténa je relativné stabilni (rozpoustédla misitelna s vodou, pH 3
az 14),

— neméla by se nechat vyschnout




Sepharosa

nejbéznéjsi je Sepharosa CL-6B

— zavedena firmou Pharmacia (Amersham Biosciences, dnes GE

Healthcare)

— CL = ,,crosslinked”, 6B = 6% ,,beaded“ agarose
— pory dostatec¢né pro biomolekuly do 1 MDa, varianty 2B a 4B do 10 MDa
— nosi¢ dodavaji i firmy BioRad jako Bio-Gel A a IBF jako Ultrogel

pro aktivaci vhodné metody zaméiené na hydroxylové skupiny

Sepharose Forma (Castice vesmés 90 ym)
High 6% highly cross-linked agarose
Performance (34 um)

6 Fast Flow 6% highly cross-linked agarose
4 Fast Flow 4% highly cross-linked agarose
CL-6B 6% cross-linked agarose
CL-4B 4% cross-linked agarose

6B 6% agarose

4B 4% agarose

Preaktivované Sepharosy

NHS-activated Sepharose High
Performance

12-atom. hydrofil. mudstek, pfes -NH,

NHS-activated Sepharose 4 Fast
Flow

viz vySe

CNBr-activated Sepharose 4 Fast
Flow

vazba primarnich -NH, skupin

EAH Sepharose 4B

10-atom. mustek, pfes -NH,

ECH Sepharose 4B

9-atom. mUstek, pres -COOH

Epoxy-activated Sepharose 6B

12-atom. hydrofil. mudstek, pfes -OH,
-NH, nebo -SH skupiny

Activated Thiol Sepharose 4B

10-atom. mUstek pro reversibilni
vazbu pres volné thioskupiny

Thiopropyl Sepharose 6B

4-atom. hydrofilni pro reversibilni
vazbu proteinl a thiolovanych
ligandl. Reaguje i s tézkymi kovy,
alkyl- a arylhalogenidy a dava adiéni
reakce s C=0, C=C a N=N vazbami




Aktivace -OH v sacharidovych matricich
» epoxyskupiny (bisoxiran, epichlorhydrin)

* bromkyanova metoda
+ divinylsulfon

CH,=CH-S0O,-CH=CH, R-NH,

|—OH ¥ |——0-CH,-CH,-S0O,-CH=CH, ¥ |——0-CH,-CH,-S0,-CH,-CH,-NH-R

(R-OH, R-SH)

» sulfonylchloridy

— tosylchlorid = p-toluensulfonyichlorid
— tresylchlorid = 2,2,2-trifluorethansulfonylchlorid

C|-3024®7 CH; tosylchlorid

Cl-SO,-CH,CF, tresylchlorid R-NH,

|— OH ¥ |— O-SO,-CH,CF, \\ / ——NH-R

HO-SO,-CH,CF,

Dextranové
nosice

+ materidly Sephadex, Superdex

» glukosové jednotky spojené 1,6 vazbou,
vétveni i pres 1,2/1,3 a 1,4 spoje

* mechanicky malo stabilni

* nachylné na bakterialni degradaci

+ glykosidické vazby nestabilni pfi
nizkém pH

—O0
(0]
OH
OH ©
? (o)
(‘ZHZ OH
(")HOH OH
OH
.
o
OH o—
OH
()

—O0




Celulosa i

* pouziti neni tak bézné, spise v primyslové oblasti OH
* velmi ¢asto se objevuje ve formé membran

OH

* linearni polymer z 1,4-B-D-glukosovych jednotek
« nativni polymer je ve formé vlaken bez poresni struktury,
reinformovana celulosa je ve formé kuli¢ek
byt autoklavovana
» vlaknita celulosa se dodava jako suchy prasek
— Whatman, BioRad, Schleicher & Schuell
— vroztoku je nachylna na mechanické poskozeni (NE magn. michani)
« aktivace - karbonyldiimidazol a divinylsulfon
chloroformiat

—on GCFCO-OCHCH, ¢ RH, 6 4

—OH -HCIL,CH,CH,OH |0 __oH

* celulosové ¢astice, primér kolem 450 ym

Polyakrylamidové nosice

« v biochemické oblasti velmi oblibené
+ pripravuji se kopolymeraci akrylamidu a N,N’-methylen-
bis(akrylamidu), probiha radikdlovym mechanismem v pfitomnosti
tetramethylendiaminu (TEMED) a peroxodvojsiranu amonného jako
iniciatoru
* Bio-Gel P dodava material firma BioRad
— pory poskytuji vylu€ovaci limity od 2 do 400 kDa
— nizké nespecifické vazby
— dobra pH stabilita (2 - 10)
* nevyhodou je mala mechanicka stabilita
— variabilita matrice pfi zméné slozeni pufri
— nizké pratocné rychlosti
+ aktivace se nejsnaz provadi ¢asteénou hydrazinolyzou pii 50 °C
— dostupné jsou i preaktivované materialy (Enzacryl)

+ (glutaraldehydem - uplatni se adice amidové skupiny na dvojné
vazby pfitomné v polymerni formé glutaraldehydu.




Trisacryl H,C=C—CO—N~C(CH,0H),

NH-C(CH,0H), NH-C(CH,OH),
co co

|
-CHZ-CH-CHZ-jZH-C H,-CH-

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

H

c + - NH
kopolymerace: ¢co trisacryl
L. H H !
dodava IBF H,C=C—N—CO-C—C-CO—N-C=CH, GH-OH
OHOH GH-OH
CO  NHC(CH,OH),
N,N’-diallyltartradiamid NH  co

—CHZ—CH-CHZ-J:H—

tris(hydroxymethylové) uskupeni poskytuje materialu vyborné
hydrofilni vlastnosti
zesit'ovany charakter pfinasi zlepSeni mechanickych vlastnosti
oproti polyakrylamidu
tolerance pH je od 1 do 11
snasi zmrazeni, teploty do 120 °C a organicka rozpoustédla
aktivace je mozna pomoci

— karbonyldiimidazolu

— bromkyanu

— divinylsulfonu

Sephacryl
na bazi dextranového gelu s vnesenymi allylovymi postrannimi
skupinami zesit'ovanymi pomoci N,N’-methylen-bis(akrylamidu)
obsahuje tedy linearni glukosové retézce spojené pres molekuly
bis(akrylamidu) a také linearni ¢asti polymerniho bis(akrylamidu)
Sephacryl S-300 a S-400 - vylu€ovaci limity 1,5 a 8 MDa
gely HR fady - vylepSené priitoéné vlastnosti
material je dostateéné chemicky i mechanicky odolny
aktivace - pres sekundarni hydroxylové skupiny
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Methakrylatové matrice

9 CHOH O CH, 0 oH
HZC:Cfch—CHz—%:—CHZ—OJLC:CHZ """ H Ofﬁ*ﬁ*ﬁ‘%ofﬁ*ﬁﬁo """
| |
CH, CHOH CH, | CH, 2 2z
CH

2
+ H,C—--- TSK
- > O
H+07 E%OH | pentaerythritol

H, H, I dimethakrylat
. I (‘;H2
H?*OH Il polyethylenglykol
22 G
HZC:C,C,E,E,CHZ 2 1l glycidylmethakrylatu
|
CH 2 1]

3

« TSK-Gel Toyopearl (vyr. Tosoh, distribuce Merck jako Fractogel TSK)
— kopolymerace glycidylmethakrylatu, pentaerythritol
dimethakrylatu a polyethylenglykolu - velky pocet hydroxyla a
etherovych vazeb
» ¢astecné hydrofilni, vyborné mech. vlastnosti, toleranci pH 2 az 12
» velikosti S (,,superfine®, 20 az 40 ym), F (,,fine“, 30 az60 pm) a C
»coarse, 50 az 100 ym)

HEMA

1 | :
— " —— _— i \
H,C=C—C—0-CH,CH,-OH cHo cH,
CH, [ H,C o}ﬁﬁo CH, }
o + o 0 CH, n2 T2 CH, O
I I HO-CH,-C HZ—OJ—FCHS Hac—’—MO—CHZ—CHZ—OH
H,C=C—C—0-CH,-CH,-0—C—C=CH,
CH CH e ik
s 3 Hsc—’—rO*C*C*O\H—FCHa
0 H,H,
CH, O CH,

+ poprvé pripraven v Ceskoslovensku

— vznika kopolymeraci 2-hydroxyethylmethakrylatu se sit'ujicim
ethylendimethakrylatem

— zesitovana struktura vytvari makro i mikropory, které poskytuji vysokou
odolnost vaci tlaku

» chemicka odolnost je pro pH 2 az 12
» tepelna odolnost az do 170 °C
» dodavané velikosti ¢astic jsou 5,10 a 60 um

— v tuzemsku nyni vyrabi firma Tessek, k dispozici i predaktivované
matrice s riznymi reaktivnimi skupinami
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0 Q =
I I 1 Eupergit
H,C=C—C—NH-CH,-NH—C—C=CH, ; ; perg
| |
CH, CH, o Nk ¢
+ /\ e e Q
H,C—C—C—0—C—CH HC—C—NH,
0O H H, H, | !
I ¢H,0 Q GH.
H,C=C—C—NH, —_ H,C—C—C-N-C—N—C~CH
CH : 2 0
s g cH \
H,N—C—C—CH HC—C—0—C—C—CH
+ 2 | 3 | H H. H 2
0 CH, CH, 2
H,C=C—C—0—C—C—CH, ‘ :
HH, ~ H,H

— kopolymeraci methakrylamidu, N,N’-methylen-bis(methakrylamidu) a
slozky s oxiranovou skupinou, glycidylmethakrylatu nebo
allylglycidyletheru (na obr. dole)

— Rohm Pharma, v USA jako Spectra/Cryl
porézni ¢astice 30, 150 a 250 um, neporézni 1 ym, mechanicka stab.
imobilizace probiha adici na oxiranové uskupeni
— reagovat mohou primarni aminy, sulfhydrylové skupiny ¢i hydroxyly
— doporucéovana pritomnost fosfatového pufru, urychli se tim reakce a muaze
probihat blizko neutralniho pH

Srovnani reakénich

o
parametru
Aktivni skupina | Reaguijici Reakéni
skupiny ligandu | podminky
epoxy -NH, pH 5-12
-OH doba 4 - 72 hod
- SH teplota 4 - 60° C
-COOH
-NH, pH 7-10,
doba 1 - 12 hod,
teplota 4 - 25° C
divinylsulfon -NH, pH 6-11,
-OH doba 2 - 24 hod
-SH teplota 4 - 25° C
tresyl -NH, pH 7-9,
doba 2 - 16 hod,
teplota 4 - 25° C

12



Relativni uziteénost aa pro

- L1 ] -

imobilizaci

AA zbytek Obsah |Dostupnost| Reaktivita | StaPilta | oo sii

spojeni

Asp + ++ + + +

Arg + ++ - + -

Cys - + ++ - -

cystin + - + + -

Glu + ++ + +

His + ++ + +

Lys ++ ++ ++ ++ ++

Met - - + - -

Ser ++ + + + +

Thr ++ + + + +

Trp - - - + -

Tyr + - + _+ +

C konec - ++ + + +

N konec - ++ ++ ++ +

sacharid. zbytek | - ~ ++ ++ + + +
L ]

Orientace

» nesmi dojit (a) ke zméné konformace
vazebného mista, aby dochazelo k opti-
malni vazbé substratu (b)

* nevhodné je nepristupné aktivni misto
(c) v disledku sterické zabrany

+ méné efektivni az nefunkéni mize byt
vazebné misto deformované v disledku
distorse (d)

* v obou pripadech miize pomoci "oddaleni" molekuly enzymu od
nosi€e pouzitim vhodné dlouhého raménka (spacer, linker, ...)




Zachyceni enzymu v polymeru

muze se jednat o éisté fyzikalni zachyceni na zakladé velikosti
— v gelu, zapolymerovani uvniti vhodné matrice
kombinace zachyceni a kovalentni vazby
— derivatizace lyzinovych zbytkt akryloylchloridem CH,=CH-CO-CI
— vznikly na enzym vazany akrylamid se pak kopolymerizuje s
klasickou smési akrylamidu a bisakrylamidu
vhodné pro imobilizaci "komplexnéjsich" systému obsahujicich dany
enzym (bunky, organely, ...)
metoda je vhodna pouze pro enzymy ucinkujici na nizkomolekularni

substraty 0
stabilita chymotrypsinu ==
v zavislosti na zplisobu
imobilizace
— volny (a), derivatizovany
akryloyl ClI (b)
— zachyceny v polymethakryl. \ , , i
gelu (d), kombinované (c) Time (miny

Togirelative activity)

Gelové matrice

enzym se zachyti v prabéhu pripravy gelu
— alginat, chitosan, zelatina, PAG, PVA plus MNOHO dalSich
polymert

vznikne tak monoliticky material

enzym se necha vsaknout do hotového gelu ve formé kuli¢ek
(Sepharosa, Sephadex) a nasledné se chemicky zesit'uje
(glutaraldehydem)

prosté zesit'ovani nedava geometricky definované tvary

"smart" polymery - méni vlastnosti pod vlivem externich vlivl (pH,
teplota, iontova sila) a mohou tak cilené napf. uvolnit vazany enzym
do roztoku
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Sol-gel imobilizace

» sol-gel proces - vznik ,,skla“ hydrolytickou polymeraci monomole-
kularnich prekursorti (CH;0),Si tetramethyl-o-kfemicitan (TMOS):

(CH;0),Si +H,0 —= (CH,0),Si-OH + CH,OH
2 (CH,0);Si-OH —= (CH,0),Si-0-Si(CH,0), + H,0

2 (CH;0);Si-OH —— (CH3O)3Si-g+-Si(CH30)3+OH-
sol

G gelovaténi
Sixoy(“'oH)z(t'OH)4x-2y-22 gel

zachyceni v pérech / starnuti a vysychani

Si, 0, + zH* + (2x-y-z) H,0  xerogel (mech. stabilni)

Zachyceni v membranovych
systémech

* enzym je od pracovniho prostiedi oddélen semipermeabilni
membranou, priichozi pro substraty a produkty

* membranova duta vlidkna "hollow fiber membranes" obsahuji enzym
uvnitf, pracovni roztok proudi okolo

— povrch membrany i vice nez 20 m?/l
+ jednoduché - neni tfeba nic optimalizovat
* relativné drahé

* membrana mulze byt i ve formé vacku ("droplets”)
— enzym se rozpusti ve vodném roztoku 1,6-diaminohexanu
— disperguje se v roztoku 1,6-hexandiové kyseliny v chloroformu
— vzniknou kapi¢ky enzymu obalené tenkou membranou z nylonu
(Nylon-6,6)
* je mozné pouzit i liposomy s enzymem uvnitf
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Srovnani imobilizaénich

()
postupu
Charakteristika Adsorpce (| Kovalentné || Entrapment Zachyce'nl'vv
membrané
|Priprava snadné obtizné obtizné snadné
Naklady nizké vysokeé stfedni vysokeé
Vazebna sila rizné silné slabé silné
[Unik enzymu ana ne ano ne
|Pouiite|nost Siroka selektivni Siroka univerzalni
|Pracovni problémy vysoké nizké vysoké vysoké
[Matricové efekty ano ano ano ne
Velka difizni bariéra ne ne ano ano
Ochrana pred mikroby ne ne ano ano

Vliv imobilizace na pH optimum

* naboj nosi¢e posouva pH optimum
+ dusledek partitice H* iontdl v mikrookoli enzymu na povrchu nebo v

poérech nosice

+ posun pH pracovniho roztoku mize byt vyhodny pro zlepseni
rozpustnosti substratu ¢i produktu

* nativni enzym v roztoku
* imobilizace na kladné nebo zaporné nabity nosi¢

SNl EN
- L/ X - N
=3 / A\
> !E “.f ”s,_.‘" ‘,\
B g N
B V. Y
Jf" \"-.
4«"' mﬂ"-;
// f ™N
4 s e o8 s 0

16



Difuzni viivy
* substrat se musi dostat z okolniho prostredi do aktivnhiho mista
* prekonava se nemichana vrstva na povrchu nosice - externi difaze
* poté se pohybuje uvnitf péra nosice - interni difaze
* koncentraéni gradienty substratu a produktu v pfipadé poresniho
nosice

(a) (b)

. R F[S] | (5]
* apouze reakce a interni difuze [pF—
* b navic partitice S a P v mikro T:
prostiedi nosice [
* c jako a, navic externi difuze é [
+ d kombinace difuznich a parti- E F[FT
tiénich efektu g ©)
SES]
L
« partitiéni vrstva je cca 1000x L
tenéi nez difGzni vrstva [
EPL [P]

Difuzni kontrola enzymové konverze

pfi imobilizovani velkého mnozstvi enzymu se jeho aktivita jakoby
zdanlivé ztraci

efektivni aktivita enzymu na nosiéi je mnohem mensi nez teoreticky
navazana - disledek difliznich problémi - omezeny pohyb substratu

pozitivni projev - zdanliva stabilizace imobilizovaného enzymu

aktivita
skute¢né pritomna

nalezena N\

vnesena aktivita cas

nalezena
aktivita




Imobilizace pro enzymoveé
biosensory

imobilizace enzymu na povrch fyzikalné-chemického
prevodniku

vyuzivaji se postupy imobilizace zminéné drive i dalsi
specialni metodiky

nejcastéjsi jsou enzymové elektrody - kombinace enzymu
a elektrochemického prevodniku

enzymové optody (optrody) - analogie, nosi¢em je ale
obvykle svétlovod (optické vlakno)

Membrany a biosensory

mechanicka
kontrola transportu
imobilizace
3
pfevodnik :
‘E

* membrany v biosensorech plni nékolik funkci:

imobilizace enzymovych molekul — nosna funkce

fizeni transportu latek bud’ prostiednictvim difizni kontroly nebo
ovlivnénim selektivity (antiinterferenéni)

zlepsSeni mechanické stability
biokompatibilita
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Rozdéleni a pl"iprava membran

* membrana = porézni prostiedi, rozdéleni:

* hrubé porézni - pory nad 5 nm (skelna frita), permeabilitu ovliviiuje
rozdil hydrostatického tlaku na obou stranach, osmoticky tlak se
neuplatiiuje

* jemné porézni - pory 1 az 5 nm (napr. acetylcelulosa), rozpoustédlo
prochazi konvekci a difuizi, permeabilita je dana velikosti
rozpusténych latek

* neporézni (husté) - nevykazuji porézni strukturu, rozpoustédlo
prochazi pouze difazi

+ fazova konverze - roztok polymeru ve vhodném rozpoustédle se nalije
na pevny povrch a vy¢ka se odpareni rozpoustédla
— polyvinyl chlorid (tetrahydrofuran - THF), acetylcelulosa (aceton),
polyethersulonat (dimethylsulfoxid) nebo polyurethan (THF, aceton)

® polymerace z mono ¢i oligomera pfimo na misté pouziti (tvorba ,,in
situ“) - vhodna k pfipravé fragilnich gelovitych membran (polyvinylalkohol,
polyakrylamid), které obsahuiji velky podil vody
dodate¢na tvorba Qél’l’l - tzv. nuklearni membrany (Nucleopore)

— vrstva polymeru se ,,prostfili“ urychlenymi nukleony, pak se nalepta

Upravy
membran Nucleopore
membrana

» velikost p6rd membrany
Ize dodate€¢né zménit:

» zvétSeni prichodnosti se dosahne naleptanim polymeru
membrany, které vede ke zvétSeni priméru pori

— alkalicka hydrolyza acetylcelulosy nebo polykarbonatt
* zmenseni prichodnosti a zlepseni permselektivity se dosahne
depozici vhodnych latek uvnitf poru
— napf. organosilant nebo lipidickych latek

+ symetrické membrany - obé strany jsou rovhocenné,
prachodnost obéma sméry je stejna

» asymetrické membrany - pripravuji se na rozhrani dvou fazi




o-krouzek

Mechanické zachyceni enzymu
|

[dialyzacni

Ll— = = = membrana

nejjednodussi - kapne se roztok
biokomponenty na povrch prevodniku
a prekryje se dialyzacni membranou

alternativni metodou je zachyceni
biomolekul uvnitf vhodného polymeru
(inkluze), polymerni vrstva se vytvori
na povrchu podpurné dialyzacni
membrany

Zachyceni v gelu

» 2Zelatina je ¢asto pouzivana pro enzymové membrany; 5% roztok se
rozpusti pri zvySené teploté (az 50 °C) a prida se enzym, promicha se
a naleje na podlozku (napf. dialyzacni membrana)

* Nafion je polymer rozpustény ve smési alkoholli s vodou
— pouziva se pro tvorbu permselektivhich membran - jako
iontoménic
— muze zachycovat biomolekuly

_[(CFZ_CFZ)m_?F_CFz]n_

? Nafion

CF
[CF3—CF O—CF,-CF,—SO3H
p
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Zachyceni v PVA

+ polyvinylalkohol je hydrofilni, neutralni a biokompatibilni polymer,
ve vodeé silné bobtna; dostupny ve formé oligomerti (90 kDa), které
po zesit'ovani vytvori koneény polymer

* radia¢ni polymerace vyuziva ozareni smési oligomerti a enzymu y-
zafenim (generuje 6°Co)

— vzniklé radikaly vyvolaji dalSi polymeraci a zesit'ovani
— vysledna membrana neobsahuje zadné nezadouci produkty a
soucasneé je sterilizovana

» chemické sit'ovani — triisokyanaty
(TIC), spoji postranni hydroxyly Q=C=NOCH NCO
+ UV polymerace - PVA obsahujici
styrylbipyridiniové skupiny

(PVA-SbQ, 1.3%)

— viibec nejsetrnéjsi postup OCNOCHz
imobilizace pomoci PVA

TIC

—N=C=0 4HO— —» —NH—C—0—
zesiténi

Multifunkéni polymery
* kombinuji imobilizaci enzymu s polymerni

M

strukturou nesouci skupiny mediatort M @
prenasejici elektrony, tzv. redox relays ~M

* poly-4-vinylpyridin (oligomer kolem 50 kDa) M =M
se ¢asteéné komplexuje s osmiem (mediator),
a Castecné se do néj kvarternizaci zavedou @ @
aminoskupiny

* smés modifikovaného oligomeru, enzymu a
¢inidla PEGDE (polyethylenglykoldiglycidylether) se nanese

na elektrodu
parc. komplexace (1/6) L J|
{c HZ—CH} + Os(bpy),Cla NP
n > |
X Os(bpy),Cl

| kvarternizace

P + 2-bromoethylamin |
N \ ®

|
CH2_C H2_NH2
PEGDE
Hzc\_/CH_CHZ_O_C H2_CH2_O_C H2 C\H_/CHZ
)
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Zesit'ovani enzymu na povrchu

. 0=CH—(CH,);—CH=0
glutaraldehyd
—CH=0 * H,N—

i Schiffova baze
—CH=N—
¢ redukce (NaBH,)

—CH,-NH—

retikulum

zdaleka nejcastéji se pouziva glutaraldehyd; jeho smés s roztokem
bilkoviny v zavislosti na koncentraci slozek vytvari spontanné retikulum
bud’ pfimo na povrchu sensoru, nebo na vhodném podkladovém materialu
(polyamidova sit'ka, dialyzaéni membrana)

reakci mezi aldehydovou skupinou €inidla s aminoskupinou bilkoviny
(postranni lyzinové zbytky) vznika propojenim Schiffova baze, ktera se
jesté maze zredukovat na stabilnéj$i aminovou vazbu
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