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Abstrakt

Lipasy nasly Siroké uplatnéni pfi vyrobé potravin a v nékterych odvétvich primyslu,
pozdéji 1 v syntetické organické chemii, kde za velmi mirnych podminek katalyzuji
hydrolytické a esterifikacni reakce v rdmci chemie chranicich skupin ¢i za ucelem
rozliSeni enantiomert.

V této praci byla komer¢né dostupna lipasa z bakterie Pseudomonas fluorescens
imobilizovana pomoci Sol-gelového procesu do organokfemiéitych materiala
s propylovym, oktylovym nebo fenylovym substituentem. Nejvyssi hydrolyticka
aktivita byla zjiSt€éna u enzymu na oktylovém nosi¢i. Imobilizované enzymy se
mezi sebou li§ily v hydrolytické aktivité stanovené na rdzné dlouhych
4-nitrofenylesterech. Dalsi experimenty ukazaly na pomémné dobrou pH stabilitu
enzymu pii inkubacich (pH 3 az 11) a dale také dobrou teplotni stabilitu v isooktanu
(teploty az 100 °C). VétSina organickych rozpoustédel nema vyrazny vliv na aktivitu
lipasy.

Za pouziti modelové latky ze skupiny acyklickych analogii nukleosidi —
9-(2',3-dihydroxypropyl)adeninu (DHPA) — byla provedena fada biokatalytickych
pokusti. Bylo napft. zjiSténo, Ze jako donory acylu jsou nejvhodnéjsi vinylestery, Ze
lipasa vykazuje preferenci k vinylesterim s del$im acylem, Ze esterifikace DHPA
nejrychleji probiha v nepolarnich rozpoustédlech a Ze je moZna iv rozpoustédlech,
vnichz je tato latka zcela nerozpustnd. Pokusy o esterifikaci dalSich acyklickych
analogl stejné jako pokusy o enantioselektivni esterifikaci DHPA byly neuspésné.

Uspokojivé vysledky byly ziskany i pti acylacich druhého modelového substratu
2-fenylpropanolu, kde napt. v pfipadé¢ reakce vedouci k jeho benzoatu dochdzelo

k mé&fitelné preferenci lipasy vaci S enantiomeru.

Klicova slova: sol-gel, chromatografie, imobilizace, bioorganicka chemie



Abstract

Lipases have been widely applied in the manufacture of food products and in some
areas of the industry, nowadays they are used in synthetic organic chemistry catalyzing
the hydrolytic/esterification reactions under very mild conditions in the field of
protecting groups or enantiomer resolution.

In this study, the commercial lipase from bacterium Pseudomonas fluorescens was
immobilized using the sol-gel process into organosilicate materials with propyl, octyl or
phenyl substituents. The highest hydrolytic activity was found in the enzyme on the
octyl-derived carrier. The immobilized enzymes differ in their hydrolytic activities on
4-nitrophenyl esters of various lengths. Subsequent experiments revealed quite good pH
stability of the enzymes in a buffer (incubations in pH 3 through pH 11), as well as
good temperature stability in isooctane (incubations at up to 100 °C). The majority of
organic solvents seem to have no substantial effect on the lipase activity.

The biocatalytic properties were studied on a model compound from the group
of the acyclic nucleoside analogues, 9-(2',3'-dihydroxypropyl)adenine (DHPA). It was
found for example that the best acyl donors are vinyl esters, that the lipase shows
a preference towards longer vinyl esters, that the reaction proceeds faster in non-polar
solvents or that it is possible even under the conditions where the substance
is completely insoluble. The attempts for the esterification of other acyclic nucleoside
analogues were unsuccessful, and so it was in the case of enantioselective esterification
of DHPA.

Satisfactory results were obtained also during the acylation reactions of the second
model compound 2-phenylpropanol. For example, in the reaction leading to a benzoate
ester the lipase was found to prefer the S enantiomer to a certain extent.

(In Czech)

Keywords: sol-gel, chromatography, immobilization, bioorganic chemistry
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Seznam zkratek a znacdek

Nasledujici seznam zkratek a znalek pouzitych v této praci zahrnuje 1 vyrazy

od udanych odvozené.
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1 Uvod

Tato diplomova prace je zaméfena na vyuziti imobilizovanych lipas pii esterifikacich

nepfirozenych substratli v organickém prostiedi.

1.1 Lipasy a katalyza nukleofilni substituce

vvvvvv

enzymim. V dne$ni dobé jsou jejich specifické katalytické vlastnosti vyuzivany

Vv Siroké oblasti organické syntézy a biotechnologie.

1.1.1 Lipasy

Lipasy (EC 3.1.1.3%) neboli triacylglycerolacylhydrolasy jsou stiedn& velké rozpustné
proteiny katalyzujici hydrolyzu esterovych vazeb v jednoduchych tucich (glyceridy,
estery glycerolu a mastnych kyselin, na obr. 1) [1,2]. Od dalsich esteras se odliSuji pravé
specificitou pro substraty s del§imi acyly (kaprylaty a delsi), které bézn¢ tvoii s vodnou

fazi emulze [3,4].

R
0 0O OHO
)R Hzo >\—R Hzo R
Y 0 + OH
OH 0
RCOOH RCOOH O:< méns
R R
triacylglycerol 1,2-diacylglycerol monoacylglyceroly

Obr. 1: Hydrolyza triacylglyceroli (lipolyza) katalyzovana lipasami.

Nejznaméjsi savci lipasa, tzv. pankreatickd lipasa, plisobi v tenkém stfevé, kam je
spolu s dalsimi enzymy v podobé travicich §tav vylu¢ovana slinivkou biisni [5]; v Krvi,
jatrech aledvinach prevladaji spiSe esterasy [3]. Pankreaticka lipasa hraje velmi
dulezitou roli pii traveni tukd [5,6]. Pokud koncentrace soli zlu¢ovych kyselin (zejména
taurodeoxycholdtu) ve stfevé piekroci kritickou micelarni koncentraci, dochazi
k inhibici pankreatické lipasy. Tato inhibice lipolyzy Se vSak neuplatiiuje, je-li pfitomen

maly protein zvany kolipasa [7], ktery se s lipasou asociuje.

! Cislo enzymové klasifikace.



Rychlost hydrolyzy glycerylestert ma nasledujici relativni poradi, které
se vysvétluje vlivem indukéniho efektu a sterické naro¢nosti v alkoholové casti esteru
[8]: triglycerid > 1,2-diglycerid > 1,3-diglycerid > 1-monoglycerid > 2-monoglycerid.
Nejprve tedy vznikaji ve vétsi mife 1,2-glyceridy, které jsou poté pomaleji
hydrolyzovany na 2-monoglyceridy [6]; u téchto sekundarnich esterti byla popsana

moznost neenzymové izomerizace za vzniku primarnich 1-monoglyceridi.

Lipasy nesou fadu strukturnich ryst spoleénych s proteasami [6,9]. Jadro proteinu
byva tvofeno osmi paralelnimi f-skladanymi listy spojenymi se Sesti a-helikalnimi
useky — toto uspofadani nese nazev a/f hydrolasové (a/f hydrolase fold) [10].
Zajimavym strukturnim motivem lipas je a-helikdlni smycka, kterd se nachazi
V tésné blizkosti aktivniho mista, castecné ho =zakryva a stabilizuje pomoci
elektrostatickych interakci a hydrofobniho efektu; tato smycka byva nazyvéna
jako hydrofobni ,,vicko (hydrophobic lid) [9,11]. Napftiklad lidska pankreaticka lipasa
nebo lipasa z houby Geotrichum candidum jsou glykoproteiny [6,11].

His R2 His R2
7=\ o3 J= 5. 50°
N .~ N"'H -~ - N2 TH B
Ser /K Ser
Asp 0 A Asp 0] B
(0]
R1JLNU Nu—H
(0]
Jj\ /Rg Rz—OH
R} 0
His His
>—‘ © }_ (0]
Nl N Nu\j;o N N I\'lg'*:)Fi
No Ny ¥/ , N 1
O/H VY H"o R1 _— @O-;{' \.4\/\1 H 0
| |
/k Ser /K Ser
Asp 0] D Asp 0] C

Obr. 2: Katalyticky cyklus lipasy (podle [12,13]).

Aktivni centrum lipas je podobné jako u serinovych proteas tvofeno velmi
konzervovanou trojici aminokyselin, tzv. katalytickou triadou (obr. 2), kteréd je umisténa
na ohybech a/f hydrolasového uspofadani; prostorové rozmisténi jednotlivych
aminokyselin v aktivnim misté lipas vSak neni stejné jako u proteas [9,6,11]. Jedna se
o serin, histidin a aspartat/glutamat, pifi¢emz histidin se nachazi uprostied triady
jako zprostiedkovatel pfenosu protont.
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Katalyticky cyklus lipasy piedstavuje obecné nukleofilni substituci na karbonylové
skuping (obr. 2 na str. 10); za¢ina deprotonaci zbytku serinu, jenz se nasledné aduje
na karbonylovou vazbu prvniho substratu (A) [12-14], kterym je karboxylova Kyselina
nebo jeji derivat. Vznika prvni tetraedricky intermediat (B) a jeho zéporny naboj je
stabilizovan dvéma NH jednotkami peptidového fetézce, které tvoii tzv. oxyaniontovou
jamku (oxyanion hole) [9,11]. Eliminaci odstupujici skupiny (1. produkt) se ziska
acyl-enzymova forma lipasy (C), coz je vlastné druhy produkt reakce, ktery je
za ur¢itych podminek izolovatelny [15]. Do aktivniho centra se poté dostava druhy
substrat — vhodny nukleofil (NuH; voda, alkohol, amin apod.) —, jenz se aduje
na karbonyl O-acylserinu za vzniku druhého tetraedrického intermediatu (D). Ten se
opét rozpada spoleéné s regeneraci aktivniho mista (uvolnéni serinu) avznikem
posledniho produktu reakce, jimz je modifikovany derivat karboxylové kyseliny

nebo karboxylova kyselina.

Z kinetického hlediska se lipasy od ostatnich enzymi 1i§i predevSim tim, ze
nejvysSich aktivit dosahuji, pokud je jejich substrat pfitomen ve druhé fazi
napft. ve formé emulze a je tedy prekrocena jeho rozpustnost nebo kritickd micelarni
koncentrace [16,17]. Pii nizkych koncentracich stoupa aktivita lipasy se vzrustajici
koncentraci substratu jen velmi pozvolna (obr. 3), kdezto pfi stejnych koncentracich
zplisobuje rozpustny substrat u esterasy vyrazngj$i nariist aktivity podobné jako tomu je
u vétsiny enzymd, které vyhovuji kinetickému modelu podle Michaelise a Mentenové
[14].

. v
. - - —esterasy a dalsi enzymy

4 — lipasy

aktivita

kriticka miceldrni

.,' koncentrace
1
I

pocateéni mnozstvi substratu v reakéni smési

Obr. 3: Enzymova kinetika lipas a esteras v zavislosti na koncentraci substratu (podle [14]).

Tomuto jevu, jenz je zakladem pro odliSeni lipas od jinych esteras, se fika aktivace

v mezifazi (interfacial activation) a jako hlavni pfi¢ina se uvadi existence dvou
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zakladnich konformaci lipasy — uzaviené formy a katalyticky aktivni oteviené formy
(mozné stavy jsou znazornény na obr. 4) [6,18-20].

V piipad¢ uzaviené formy hydrofobni ¢ast ,,vicka* interaguje oblasti, kde se nachazi
aktivni misto enzymu a do jisté miry brani pribéhu reakce [18]. Pokud je lipasa volné
rozpus$téna Vv roztoku, uzavieny stav pievlada, jelikoz oteviena konformace s odhalenim
hydrofobnich skupin (vlevo na obr. 4) je v polarnim prostfedi méné termodynamicky
stabilni. Béhem procesu adsorpce lipasy na povrch jiné faze, mize se jednat o substrat
nebo jinou slozku reakéni smési (sténa reakéni nadoby apod.), dojde ke konforma¢nimu
posunu ,,vicka“ smérem od aktivniho mista a reakce mize probihat bez omezeni [18];
teprve pii zméné konformace se vytvoii oxyaniontova jamka, ktera stabilizuje
tetraedricky intermediat [18,21]. Adsorpce lipasy na substrat také znamena mensi

limitaci reakce, protoze enzym ani substrat nemuseji difundovat v roztoku.
lipasa
@

e
2 triacylglycerol

olej

Obr. 4: Konformacni stavy lipasy v zavislosti na prostredi (podle [22]).

V piipadé, Ze je koncentrace molekul lipasy vysokd, muize také dojit ke tvorbé
dimerni seskupeni, které navzajem interaguji prostfednictvim hydrofobnich oblasti, jak
je naznaceno na obr. 4 vpravo [22,23].

Ne vsechny lipasy vykazuji zminény zptisob aktivace, napiiklad u lipas CaLB nebo
z Pseudomonas glumae a z Bacillus subtilis nebyla aktivace v mezifazi prokazana
[24,14].

1.1.2 Vyuziti lipas v biotechnologii

Existuje jen malo skupin enzymi, které jeSté nebyly pouZity v organické syntéze €i
biotechnologii. Lipasy patii k t€m nejcastéji vyuzivanym enzymim, jelikoz maji

vyhodu velmi Siroké substratové specificity, vysoké stability v organickych
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rozpoustédlech (popsana i reakce pti 100 °C [25]) a také nevyzaduji pro katalytickou
¢innost zadné koenzymy, jez by jinak bylo nutné regenerovat [26]. Vyuziti nachazeji
napf. v potravinaiském (mlécné vyrobky, pekarenstvi), kozedélném, kosmetickém
a papirenském primyslu, Vvramci vyroby pracich praski ave farmaceutickém

a chemickém prasmyslu pii pfipravé enantiomerné Cistych latek [1,2,14,20,27].

Co se tyCe zastoupeni zdrojovych organizmu lipas, vétSinou se pracuje s lipasami
z bakterii (rody Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus a dalsi) a z kvasinek (rody
Pseudozyma, Candida, Yarrowia, ...), které tyto organizmy sekretuji do extracelularniho
prostoru, nasledu;ji lipasy z plisni (rody Aspergillus, Rhizopus, Rhizomucor, Geotrichum
apod.) a méné uzivané jsou savéi enzymy (napf. vepifova pankreaticka lipasa)
[1,2,14,28]. Piestoze jsou mikrobialni lipasy studovany uz nékolik desitek let, stale
existuje velké mnozstvi neprobadanych mikroorganizmti nebo kmenti, které mohou byt
zdrojem lipas se zajimavymi vlastnostmi. Pomérmné casté je provadéni screeningl
pudnich mikroorganizmti s ohledem na stabilitu pfipadnych produkovanych lipas
Vv organickych rozpoustédlech nebo na jejich teplotni stabilitu, nebo se hledaji nové
enzymy primo u extremofila [14,29,30].

V pribéhu let doSlo na zdkladé genomovych studii u nékterych tradicnich
mikroorganizmti produkujicich lipasy ke zméné taxonomického zafazeni spojené
se zménou jména (napi. Candida antarctica => Pseudozyma antarctica, Pseudomonas
cepacia => Burkholderia cepacia, Mucor miehei => Rhizomucor miehei). V této praci

jsou pro jednotnost uvadéna nova oznacéeni zdrojovych druhd.

Vytézek, regioselektivitu ¢i steroselektivitu reakce Ize v organickém prostiedi
ovlivnit celou fadou faktort. V prvni fad€ hraji vZdy roli vzdjemné poméry vychozich
latek a také poméry enzymu k vychozim latkam [31,32]. Dilezita je také charakteristika
pouzitého enzymu, zda a jak je imobilizovany apod.

Na prubéh reakce ma také vliv rozpoustédlo a teplota [26,33-37]. Ukazuje se, Ze
vétsina reakci s lipasami probiha 1épe v nepolarnich rozpoustédlech [33]. Rozpoustédlo
ovliviiuje reakci prostfednictvim relativni permitivity, dielektrické konstanty,
rozdélovaciho koeficientu nebo napf. viskozity (souhrnné udaje bézné pouzivanych
rozpoustédel jsou uvedeny v tabulce 1 na str. 15) [38,39].

Casto zkoumanym faktorem byva také voda pfitomna v reak¢éni smési [28,33,35,40],
presnéji jeji termodynamicka aktivita (ay). Ta mize byt pomérné piesné regulovana
pomoci ptidavku riznych anorganickych soli do reakéni smési nebo preinkubaci slozek

reak¢ni smési v pritomnosti jejich nasycenych roztoku [41-43].
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Lipasy jsou schopné katalyzovat reakce s nepfebernym mnozstvim substratl,
nékteré reakce derivati karboxylovych kyselin jsou uvedeny na obr. 5. VétSina reakci je

provadéna podle obecné premény
vychozi latka + ¢inidlo => produkt + vedlejsi produkt,

pficemz za vychozi latku je povazovan ten substrat, jehoz derivat chceme pfipravit
druhy reaktivngjsi substrat (napf. donor acylu, nukleofil), jenz je vétSinou v nadbytku.
Na rozdil od produktu, ptip. vychozi latky, ¢inidlo ani vedlejS$i produkt nebyvaji
po provedeni reakce izolovany/recyklovany.

Krom¢ esterifikacnich reakci kyselin a alkohold katalyzuji lipasy ptedevsim
transeterifikace a interesterifikace (podvojna zaména U esterit), dale pak syntézu amida
a hydrazidiu, peroxykyselin nebo laktoni [20,28,44,45]. Lipasy také Kkatalyzuji
hydrolyzy polyesteri [46] a velmi casto jsou pouzivany pro syntézu slozek

biodieselového paliva [47].

O  hydrazinolyza
f A v 0 ,
Jj\ R N )k hydrolyza

H
R NH, R OH
amonolyza R"NHNH,
NH, H,0 X =OH
0 o esterifikace
A RN L R"OH Q@ x=oR
. - . transesterifikace
R™ R, R™ X o R OR" (alkoholyza)
aminolyza )J\
H O Rll ORIII
X=0H, OR', ... 2-2
Q X=0R'
.0 = :
Pe"OX'dOWZaJJ\ RJLOR'” interesterifikace

R™ "OOH
Obr. 5: Reakce derivati karboxylovych kyselin katalyzované lipasami v ramci biotechnologie
(podle [20]).

Mezi zatim spiSe okrajové aplikace lipas patii katalyza ,nestandardnich® reakci,
resp.  jejich  spfazeni  sjinymi  bio- nebo  (metalo)organokatalyzatory
(tzv. kombokatalyza) [48]. Piikladem mohou byt rizné kondenzaéni reakce, napf.
Knoevenagelova kondenzace, Michaelova adice nebo Mannichova reakce [49-53],
a nepiima katalyza Prilezajevovy reakce a Bayerovy-Villigerovy oxidace [50,54].



Tab. 1: Seznam béznych rozpoustédel a jejich vybranych vlastnosti [55-57].

rozpoustédlo plgmL*  @,/°C  ylcP ulD & log P
voda 0,998 100 0,89 1,85 80,2 —
dimethylsulfoxid 1,101 189 1,99 3,96 47,2 -1,35
dimethylformamid 0,945 153 0,79 3,82 38,3 -1,01
methanol 0,791 65 0,54 1,7 33 -0,74
dioxan 1,034 102 1,18 0,45 2,2 -0,42
acetonitril 0,786 82 0,37 3,93 36,6 -0,34
ethanol 0,789 78 1,07 1,69 25,3 -0,30
aceton 0,785 56 0,31 2,88 21 -0,24
kyselina octova 1,045 118 1,06 1,7 6,2 -0,17
2-propanol 0,781 82 2,04 1,58 20,2 0,05
2-butanon 0,805 80 0,43 2,76 18,5 0,25
tetrahydrofuran 0,883 66 0,46 1,75 7,5 0,46
pyridin 0,982 115 0,88 2,22 13,3 0,65
ethylacetat 0,900 77 0,42 1,78 6,1 0,73
vinylacetat 0,926 73 — 1,79 — 0,73
butanol 0,810 118 2,54 1,66 17,8 0,84
diethylether 0,714 35 0,22 1,15 4,3 0,89
terc-butylmethylether 0,741 55 0,27 1,32 45 1,05
dichlormethan 1,327 40 0,41 1,6 8,9 1,25
chloroform 1,479 61 0,54 1,04 4.8 1,97
diisopropylether 0,724 68 0,33 1,13 4,04 2,00
benzen 0,877 80 0,60 0 2,3 2,13
tetrachlormethan 1,594 77 0,91 0 2,2 2,64
toluen 0,867 111 0,56 0,38 2,4 2,73
cyklohexan 0,774 81 0,89 0 2 3,44
pentan 0,626 36 0,22 0 1,8 3,45
hexan 0,660 69 0,30 0,08 19 4,0
heptan 0,680 98 0,39 0 19 4,5
isooktan 0,692 99 0,5 — 19 4,5
olivovy olej 0,911 300 84 — — >15

Vysverlivky: p ... hustota; 6, ... bod varu; 7 ... viskozitni koeficient; x ... dipélovy moment; & ... relativni
permitivita; log P ... rozdélovaci koeficient oktanol/voda.

Studuji se také aplikace biokatalyzator pii reakcich v bezrozpoustédlovych

(solvent-free) podminkach ¢i v iontovych kapalinach [58-60].

V neposledni fadé se lipasy pouZzivaji pii tzv. kinetickém rozliSeni enantiomert
(kinetic  resolution) [34,61,62], kde dopliuji obecné velmi enantioselektivni
oxidoreduktasy [63]. Kinetické rozliSeni vyuziva chiralni podstaty enzymu, resp. jejich
aktivniho mista, ktera muze vést k tomu, Ze jeden z enantiomeru vychozi latky je
enzymem preménovan piednostné (tj. rychlosti vg avs pro R a S enantiomer se lisi,
obr. 6 nastr. 16) [61,62]. Cim vys§i je absolutni rozdil v rychlostech, tim obohacen&jsi
bude produkt o jeden z enantiomert. Kinetické rozliseni je komplementarni napiiklad
K chirdlnim separacim enantiomerd pomoci chromatografickych metod nebo

k diastereomerni krystalizaci, ale i k pfimé asymetrické syntéze [62].
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Obr. 6: Kinetické rozliseni enantiomert alkoholu pomoci lipasy.

Pii maximalni konverzi (50 %) a enantioselektivité (E > 200) je mozné ziskat
polovinu vychozi latky ve formé ¢istého enantiomeru a druhou polovinu ve formé jejiho
enatiomern¢ Cistého derivatu (produktu). Jelikoz se jednd o chemicky odlisné
slou€eniny, je je mozné od sebe oddélit klasickymi izolaénimi metodami. Pro ziskani
obou cistych enantiomertt vychozi latky je nutno vznikly produkt jest¢ nespecificky
(achiralng) prevézt zpét, napt. hydrolyzou [61].

Na zakladé¢ poznatkii z asymetrické organické syntézy byly sestaveny vztahy
pro vypocet parametr Stereoselektivity pii biotransformacich [61]. Jedna se hlavné
0 veli¢inu enantiomerni piebytek, jez udava enantiomerni ¢istotu vznikajiciho produktu,
pfip. substratu, v priib&hu reakce; obecné se vypocita podle vzorce 1,

a(M) — a(m)

ee = m (@D)]

kde ee ... enantiomerni piebytek, [ee] = 0; a ... molarni zlomek, [a] = 0; M ... majoritni enantiomer; m ...

minoritni enantiomer,
a pro vypocet enantioselektivity/enantiomerniho poméru enzymu (enantiomeric ratio)

slouzi rovnice 2,

_In (1 — )1 — eeq)]
In (1 = C)(1 + eeg)]

)

kde E ... enantioselektivita, [E] = 0; C ... stupein konverze, [C] = O; ees ... enantiomerni ptebytek
u substratu, [ee] = 0.

Uvedené rovnice plati jen pro reakce, jez je mozné aproximovat jako nevratné [64].
V ptipad¢ rovnovaznych reakci je nutné do vypoctu zahrnout i hodnotu rovnovazné

konstanty reakce.
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1.2 Imobilizace enzymii

Imobilizace enzymil ptedstavuje proces, pii kterém je enzym pieveden, nejcastéji
pomoci tzv. nosice (carrier, support), na nerozpustnou formu, jez tvoii v reakéni smési
novou fazi. Jednd se o pfeménu homogenniho katalyzatoru (v ptipad¢ reakci ve
vodnych roztocich) na formu heterogenni, kterd je sndze separovatelna od dalSich
reak¢nich slozek [65], coz je velmi dulezité pro ekonomické primyslové aplikace
biokatalyzatort.

Obzvlasté pii reakcich ve vodném prostiedi je imobilizace nutnosti, pokud je
potieba enzym posléze recyklovat. Volné formy enzymut nejsou rozpustné ve SKoro
zadném z organickych rozpoustédel, takze se na n¢ da pohlizet v tomto prostiedi také
jako na heterogenni slozky; i zde vSak imobilizace mize byt zadouci. Pfi klasickych
esterifikacich katalyzovanych lipasami se napiiklad kromé hlavniho produktu (ester)
uvolnuje 1 reakéni voda, stejné tak byva voda pfitomna, a¢ v men$i mife, i ve vétSing
organickych rozpoustédel; v prostfedi s vodou nemisitelného rozpoustédla to pak
znamena vysokou afinitu této vody k polarnim latkdm v enzymovém preparatu (véetné
molekuly enzymu) a ¢asto v disledku toho dochazi k rozpusténi enzymu ¢i ke tvorbé
velice viskozni suspenze, kterou je velmi obtizné pievézt zpét na suchy enzym
s vychozi aktivitou [66].

Hlavnimi nevyhodami volnych enzymit jsou také jejich nizsi stabilita v extrémnich
podminkach (pH, teplota, iontova sila) a nizsi dlouhodoba stabilita ve vodném prostiedi
[65], napf. v dasledku kontaminace mikroorganizmy. Neékteré komeréni enzymové
preparaty dale byvaji stabilizovany rGznymi piidatnymi slozkami, tyto slozky vSak
mohou potencidln€ interferovat s katalyzovanou reakci nebo mohou byt zdrojem
neidentifikovatelnych pikl pfi chromatografickych analyzach reakénich smési. Déle se
Vv pfipadé volnych enzyml v organickém prostfedi mize projevit limitace rychlosti
reakce, protoze molekuly enzymu mohou v disledku obtizné dispergovatelnych hustych
shluku [33].

Naproti tomu za vyhody pouziti neimobilizovanych enzymu pii biotransformacnich
reakcich lze oznacit pfedevsim nizsi finanéni naklady a také jistota zachovani ptivodni

specificity a aktivity enzymu.

Imobilizované formy enzymu casto vykazuji stabilitu v Sirsi oblasti pH a rovnéz
vyS$i teplotni stabilitu nez jejich volné formy [67]. V dusledku imobilizace mize
dochazet ke zméné substratové specificity nebo napf. ke zvysSeni enantioselektivity
[68-71]. U imobilizovanych lipas byva c¢asto pozorovana hyperaktivace (tedy

po imobilizaci je ziskana vyssi celkova aktivita, nez jakd byla na zacatku vzata
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k imobilizaci), coz mize byt zpisobeno optimalni orientaci lipasy na povrchu nosice
[44,72-75].

Heterogenni biokatalyzatory vzniklé imobilizaci lze po piipravé podrobné
charakterizovat se zaméfenim na samotny nosi¢ nebo na enzym. Zakladnimi metodami
charakterizace imobilizovanych enzymi, jSOU stanoveni enzymové aktivity [28];
hodnoty aktivity jsou vztazeny na hmotnost celého (bulk) nosi¢e nebo pouze
na mnozstvi imobilizovanych proteint, ptipadné ptevedeny na relativni aktivity
vztazenim na aktivitu volného enzymu. Stanoveni aktivity casto mivaji odli$né
podminky, nez jaké se pouzivaji urozpustnych enzymi, jelikoz je potieba zajistit
michani smési, aby nedochazelo k limitaci rychlosti reakce difuzi, nebo zajistit odlisny
zpusob vzorkovani. U lipas a dalSich hydrolytickych enzymt se b&Zzné stanovuje
hydrolyticka a synteticka (esterifikacni) aktivita, pficemz je tfeba mit na paméti, ze
aktivity lipas ziskané pii hydrolytickych reakcich nemuseji odpovidat aktivitam
pii reakcich syntetickych (tj. v nevodném prostiedi) [44,76]. Vzdy je proto vyhodnéjsi
stanovovat aktivitu imobilizovanych lipas alespont dvéma nezavislymi zpisoby.

Vhodnost imobilizacniho protokolu se doklad4 stanovenim ucinnosti imobilizace
(protein loading, coupling yield), tedy poméru mnozstvi proteini obsazenych
v imobilizatu Kk mnozstvi proteinti, které byly pouzity k imobilizaci [28,77].
Alternativné miZze byt pouzita pro vypocet ucinnosti i aktivita enzymu, veli¢ina je pak
oznacovana jako vytézek aktivity (activity yield) [78].

Dale se pfi charakterizaci stanovuje pH optimum a pH stabilita [69,78,79], teplotni
optimum a teplotni stabilita [69,78-81], stabilita v rozpoustédlech [82], skladovaci
(dlouhodoba) stabilita [69,79] a také procesni stabilita (reusability), ktera udava pribéh
aktivity enzymu v zavislosti na poétu po sobé opakovanych reakci [44,69,72,82].

1.2.1 Techniky imobilizace enzymu

Existuji dva hlavni pfistupy k imobilizaci enzymi, které vychézeji z vlastnosti dané¢ho
enzymu a také z Gcelu, pro ktery je enzym imobilizovan. Jedna se o metody chemické
a fyzikalni [28,65].

Chemické metody jsou charakteristické tim, Ze pti imobilizaci vznika kovalentni, casto
ireverzibilni, vazba mezi enzymem a nosiCem (nebo latkou jiné povahy)
prostiednictvim spojky (linker) [65]. Zakladni metody jsou chemické sitovani do formy

agregatt a dale kovalentni pfichyceni na nosi¢ (spodni ¢ast obrazku 7 na str. 19).
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Sitované enzymové agregaty (CLEA, cross-linked enzyme aggregates) vznikaji
kovalentnim spojenim vice molekul enzymu dohromady prostfednictvim bifunkéni
spojky, kterou je nejcCastéji glutaraldehyd [65]. Vysledna vazba miize byt jesté chemicky
upravena, aby byla nevratna, napt. iminiové spojeni vznikl¢ pouzitim glutaraldehydu se

redukuje tetrahydridoboritanem na sekundarni amin.

lipasa
¢ NG

adsorpce
P / \ enkapsulace

sitované enzymové kovalentni
agregaty (CLEA) prichyceni

Obr. 7: Zakladni zptsoby imobilizace lipas a dal§ich enzymu.

Nevyhodou sit sitovanych enzymovych agregatli je mala velikost vzniklych ¢astic,

separace katalyzatoru od reak¢ni smési nebo opakované pouziti mohou byt obtizné [83].

Kovalentni prichyceni (covalent attachment) spocéiva v reakci reaktivniho
aminokyselinového zbytku v fetézci enzymu (volnd aminoskupina, thiol apod.)
s vhodnou skupinou (epoxid, aldehyd, sukcinimid), ktera je kovalentné vazana k nosici
[28,83]. Prikladem mize byt imobilizace na bromkyanem aktivované derivaty agarosy
[84].

Nespornou vyhodou imobilizace enzymi pomoci kovalentniho pfichyceni je
zamezeni poklesu aktivity biokatalyzatoru v dasledku postupné desorpce enzymu
Z nosice [28]. Pii navrhu imobiliza¢niho procesu je tieba mit alespon zakladni informaci
o struktufe daného proteinu (pfedevSim o poloze derivatizovatelnych aminokyselin),
aby se zabranilo imobilizaci prostfednictvim Useku enzymu, ktery je potiebny

pro katalytickou funkci.

Enzymy nebyvaji béhem fyzikalnich metod imobilizace chemicky (kovalentng)
modifikovany, a tudiz ztstavaji velice podobné svym neimobilizovanym formam — toto

pfedstavuje hlavni vyhodu oproti chemickym metoddm. Mezi zékladni dvé metody
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fyzikalni imobilizace se fadi adsorpce a enkapsulace (schematicky vyobrazeny
na obrazku 7 na str. 19).

Adsorpce spociva ve tvorbé nevazebnych interakci (solné mustky, van der
Waalsovy interakce) mezi molekulou enzymu a nosi¢em, v ptipadé lipas se s vyhodou
vyuziva hydrofobniho efektu [74]. Nosi¢e mivaji Casto podobu poréznich kulicek
z organickych polymerd, napf. z polypropylenu, polymethakryldtu, nebo amorfnich
praskua (chitosan, kifemelina, derivaty agarosy apod.) [65,70,75,77,85], ale jsou popsany
I imobilizace na polymery pfevazné anorganické (napt. oktyl-silikagel) [44,86].

Vyhodou adsorpéni metodiky je jednoduchost provedeni [74]; imobilizace vétSinou
spoCiva ve smichani roztoku enzymu s vhodnym nosi¢em a jejich nékolikahodinové
inkubaci [87], po které nasleduje promyti a suSeni vzniklého biokatalyzatoru. Velkou
nevyhodou adsorbovanych enzymu je riziko jejich desorpce z povrchu nosice, ktera je
ziejmé& zodpovédna za niz$i procesni stabilitu takovychto enzymi [70]. K desorpci
enzymu vsSak dochdzi v organickém prostiedi v mnohem mens$i mife, nez je tomu
Vv ptipadé styku s vodnou fazi, kde hraji navic roli iontova sila a pH [44,87]. Nevyhodou
adsorp¢ni imobilizace je | omezena kapacita povrchu nosice, takze pii aplikaci pfilis
velkého mnozstvi enzymu dochazi k vicevrstvé adsorpci, tedy vzniku méné aktivnich

enzymovych shluka [44].

Imobilizace, pfi niz je enzym fyzikalné uzavien v nosi¢i, tj. nikoliv imobilizovan
pouze adsorpci na jeho povrchu, se nazyva enkapsulace (encapsulation, entrapment)
nebo také klecovd imobilizace. Enkapsulované enzymy jsou zadrzovany diky své
vysoké molekulové hmotnosti uvnitt polymerniho nosice prostiednictvim klecového
efektu, pti kterém malé molekuly rozpoustédla, reaktantd, produkti mohou volné
difundovat ve struktufe nosiCe, avSak vétsi proteinova molekula enzymu uz ne
[67,88,89]. Kromé ¢isté mechanické zabrany se rovnéZ snizuje rychlost podélné difuze
a celkovéa konformac¢ni pohyblivost enzymu v diisledku tvaru a uspofddani mikrodutin
a mikrokanalkd uvniti nosi¢e [67,90]. V neposledni tad¢ hraji dilezitou roli

pii zadrzovani enzymu uvniti nosice také nekovalentni interakce, ptip. hydrofobni efekt.

Zadrzeni enzymu je také moznym divodem, pro¢ maji enkapsulované lipasy vyssi
procesni stabilitu nez jejich adsorbované nebo sitované formy [70].

Nevyhodou klecové imobilizace enzymt do polymernich nosi¢i je Casto nemoznost
uvolnit enzym zpét napf. za uUcCelem regenerace nosice [88,91]; pii snaze porusit
polymerni sit’ v disledku pouziti destruktivnich ¢inidel dochazi k poSkozeni molekul

enzymu a tedy K nenavratné ztraté jeho aktivity [91]. Tato nevyhoda se vSak stava
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vyhodou, pokud je cilem pfipravit imobilizovany enzym bez ptiliSného poklesu aktivity

z divodu difuze enzymu z nosice (tzv. leaching).

1.2.2 Imobilizace s vyuzitim sol-gelového procesu

Oxidy kiemiku a hliniku — silikagel (hydratovana forma SiO,) a alumina Al,O; —
ajejich derivaty jsou v primyslu bézné uzivanymi surovinami pro vyrobu skel
a keramiky a v chemickém vyzkumu a vyvoji maji stale nezastupitelnou ulohu, napf.
jako stacionarni faze piichromatografii. Postup vyroby materiali na bazi oxidu
kfemicitého s definovanymi vlastnostmi ur¢enych pro specialni aplikace se 1isi od bézné
primyslové vyroby, kde jsou jako zdroje vyuZzivany vodni sklo nebo tetrachlorsilan, a to
pfedevsim v tom, Ze se pouzivaji organokiemicité monomery jako tetramethoxysilan
apod. [92,93] Polymerace téchto polyvalentnich monomera probiha tzv. sol-gelovym
procesem. Praktickym ptikladem je uspésné zavedeny Stober(v proces pro vyrobu
monodisperznich sférickych castic silikagelu v siln¢ bazickém prostiedi amoniaku
(obr. 8) [94,95].
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Obr. 8: Monodisperzni ¢astice silikagelu ziskané Stoberovym procesem [94].

1.2.2.1 Sol-gelovy proces

V pribéhu sol-gelovém procesu vznikd smés koloidnich ¢astic dispergovanych
v rozpousteédle (sol), které jsou navic mezi sebou jest¢ kovalentné sitovany (gel) [96].
Jako vychozi latky se pouzivaji alkoxidy kovi ¢i polokovi nebo jejich reaktivni soli
[93,96]. Dale se v procesu vzdy uplatiuje voda a pfipadné dal§i rozpoustédlo;
piipouziti alkoholli jako rozpoustédla mulze dochazet kromé hydrolyzy
rovnéz K alkoholyze, resp. k alkoxidové vymeéné na kiemiku. Pro katalyzu sol-gelového
procesu se nejcastéji vyuzivaji acidobazické slouceniny, napt. kyselina chlorovodikova,

sirova nebo amoniak [97].
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Sol-gelovy proces je zavisly na poc¢ate¢nich podminkach polymerace — jmenovité se
nejvice projevuji povaha silanového monomeru, jeho molarni pomér k vodé
a k rozpoustédlu a také pouzity katalyzator, pH polymera¢ni smési nebo teplota
[93,95,98-101]. Vhodnou variaci téchto prvotnich faktori a rovnéz vybérem
nasledného zpracovani sol-gelu 1ze ziskat materialy se zna¢né rozdilnou velikosti ¢astic,
hustotou, porozitou a plochou povrchu [92]. Obecné plati, ze sol-gel vznika rychleji
se zvysujici se koncentraci protonti ¢i hydroxidovych iontd [97] a pii dostate¢ném
poméru vody k silantim [102].

Bézny vyrobni proces sol-gelu je mozné rozdélit na sedm zakladnich fazi [96],
pfi¢emz posledni dvé se pfi praci s organickymi latkami, véetné biomolekul, z divodu
uziti vysokych teplot neuplatiiuji:

1) smichani reaktantii — hydrolyza a kondenzace monomerd,

2) odlévani — liti polymeraéni smési do kyzené formy (pfiprava monolitl),
3) gelace — sitovani koloidnich ¢astic prostfednictvim kondenzaci,

4) zrani gelu — ustaleni polymerni sité,

5) suSeni — odstranéni vody a rozpoustédla,

6) dehydratace/stabilizace — odstranéni silanolovych skupin,

7) denzifikace — pfeména na skla.

Polymerace je pfi sol-gelovém procesu spojenim dvou chemickych déjit — hydrolyzy
monomerti na reaktivni Castice a jejich nasledné polykondenzace [93]. Oba d&je
probihaji soucasné, resp. polykondenzace zacind ihned po vzniku prvnich
hydrolyzovanych ¢astic, a nelze je tedy pfi studiu uplné oddélit. Studium kinetiky
a mechanizm polymerace navic ztéZzuje velky pocet jednotlivych monomernich
¢i oligomernich ¢astic, které mohou vzniknout paralelné riznym stupném hydrolyzy
a kondenzace [99].

V uvahu ptipadaji dva extrémni ptipady [92]:

a) Pokud pfevazi hydrolyza silanovych monomert na derivaty kyseliny kiemicité,
napt. diky nadbytku vody, vznikaji ve velké mife kifemicité oligomery, jez jsou
kyselejsi a snadno tedy napadaji dalsi monomery zatvorby velkého, velmi
zesitovaného polymeru (Ostwaldovo zrani [101]). Vysledny gel je kvili fazové
separaci prusvitny, po vysuseni nedochazi k jeho pftilisSné deformaci a ma tedy
I velmi nizkou hustotu.

b) Ptevazuje-li polykondenzace jednotlivych monomerii na oligomerni Castice —
to je typické pro nizky obsah vody v systému —, vznika velké mnozstvi kratSich
a prevazné linedrnich polymert, nebot’ velké molekuly kondenzuji pomaleji nez

volné monomery. Gel pfipraveny za téchto podminek bude prithledny, jelikoz

22



neprob¢hne fazova separace, a pii jeho suseni mize dojit z divodu nizSiho

stupné sitovani ke kolapsu mikrop6rti spojenému se vzristem hustoty.

Hydrolyza kiemicitych alkoxidi muze byt uplna, tj. kondenzuje teprve kyselina
kfemicitd, nebo neuplnd, kdy kondenzuji také ¢aste¢né¢ hydrolyzované alkoxidy, jez
v§ak i nadale mohou podléhat hydrolyze [98]. Uplna hydrolyza pievazuje pfi kyselé
katalyze a dostatecném mnozstvi vody, naopak bazicka katalyza ¢i mensi mnozstvi
vody umoziuji hydrolyzu nelplnou. Pfitomnost nehydrolyzovanych alkoxidovych

skupin pak ovliviiyje vlastnosti ptipraveného sol-gelu.
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Obr. 9: Mechanizmus navrzeny pro bazickou hydrolyzu kiemiéitych alkoxida katalyzovanou
fluoridem (podle [97]).

Polykondenzace je obvykle pomalejsi nez hydrolyza a tudiz rychlost urcujicim
krokem gelace [98]. Bylo zjisténo, Ze gelacni ¢asy pro tetraethoxysilan jsou nejkratsi pti
pouziti kyseliny fluorovodikové ¢i fluoridovych iontt jako katalyzatoru [97,102,103].
Hydrolyza fluoridy neprobiha ¢isté acidobazickym mechanizmem, nybrz
prostfednictvim nukleofilni substituce vedouci pfes reaktivni pentavalentni pifechodny
stav (obr. 9) nebo intermediat [97,103].

V ptipadé, ze je cilem sol-gelového procesu vyrobit stabilni matrici oxidu
kiemicitého (rizna skla a keramika), vyuziva se vysokoteplotni denzifikace ptislusnych
sol-gelt (napt. pii 600 °C) [92,93,96]. Tato rozsahla oblast zpracovani sol-geld vsak,

jak jiz bylo fe¢eno, nema pii imobilizaci enzymil vyznam.

Mezi metody uzivané k popisu kiemicitych sol-geltl a jim podobnych heterogennich
nosicl se fadi prvkova analyza (hlavné stanoveni obsahu uhliku), malothlovy
rentgenovy rozptyl (SAXS, small-angle X-ray scattering), méfeni specifické plochy
povrchu, termoanalytickd méfeni jako termogravimetrie, diferencialni termicka analyza

¢1 diferencialni skenovaci kalorimetrie, a v neposledni fadé také nuklearni magneticka
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rezonance (zvlaste 29Si), infraCervena spektroskopie ¢i elektronovd mikroskopie
[73,92,96,99,104,105].

1.2.2.2 Imobilizace lipas a dalSich enzymu

Sol-gelovy proces je, jak jiz bylo naznaeno, mozné provadét za velice mirnych
podminek (Siroka Skala pH, vhodné i pro niz$i teploty), proto netrvalo dlouho
a od aplikaci anorganickych se vyzkum obratil na spojeni nejprve s organickou chemii
[100,101,106,107] a pozd¢ji i s biochemii [67,89,108,109] — tedy na imobilizaci
proteintli, protilatek, dokonce icelych bunck do sol-gelovych materiald. Materidly
na bazi oxidu kiemicitého jsou fotochemicky stalé, nejsou snadno hydrolyzovatelné,
vydrzi Siroké rozmezi teplot, maji vysokou adsorpéni schopnost a piedevsim jsou plné
modifikovatelné, a to co se tyce vlastni vnitini struktury (porozita, plocha povrchu
apod.), tak co se ty¢e modifikaci povrchovych skupin. Timto lze vytvofit nosi¢
pro libovolné pouziti, ,,na miru“ dané imobilizované latce [72,110,111]. Cela fada

imobilizovanych katalyzatort jiz nasla uplatnéni v pramyslu [112].

Enkapsulace enzymu do kiemicitého sol-gelu byla poprvé popsana v roce 1990
na piikladu alkalické fosfatasy a jeji imobilizace pomoci tetramethoxysilanu [91]. Bylo
zjiSténo, Ze fosfatasa takto pfipravena zlstava stabilni v fadech mésict oproti jeji forme
rozpu$téné v roztoku a vykazuje také lepsi stabilitu pfi zvySené teploté. Dale byly
podobnym  zpisobem pfipraveny imobilizovany trypsin, Kkatalasa, ureasa,
glukosaoxidasa nebo kienova peroxidasa [67,90]; dva posledni enzymy byly spole¢né
pouzity jako enzymovy senzor pro stanoveni glukosy [88,90]. Gely pfipravené pouze
z tetramethoxysilanu nebo s témét zanedbatelnym piidavkem polydimethylsiloxanu
(0,5%) maji po vysuseni podobu monolitickych xerogelti — jsou kompaktni, pruhledné
(tedy vhodné pro optické aplikace) a vysoce mechanicky odolné.

Jedna z ¢asto uzivanych modifikaci obecné metody sol-gelové imobilizace je
dvoustupiova polymerace, tj. prvotni hydrolyza reaktivnéjSich prekurzoru
(tetramethoxysilan apod.) za nizsiho pH a nasledné pfidani enzymu (spojené s pravou
pH na vyss§i hodnoty) do jiz pfipraveného solu [89,101,113-115] — enzym je takto
inkorporovan do struktury az ve fazi kondenzace/gelace materidlu a snizuje se riziko
jeho denaturace.

Dalsim krokem ve vyvoji sol-gelové imobilizace enzyml a jinych organickych
slouCenin je vyuziti organoalkoxysilanti jako monomerd — vznikajici polymery pak
byvaji nazyvany ormosily (organically modified silicas) ¢i ormocery (organically
modified ceramics) [101]. Monomery spiimou vazbou kiemik-uhlik pFinasi

po zabudovani do struktury sol-gelu celou fadu novych vlastnosti (sniZzeni i zvyseni
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polarity, redukce poctu volnych silanol, modifikace iontoménic¢ovych a adsorpcnich
vlastnosti apod.) a mohou byt samy zdrojem reaktivnich skupin pfi pfipadné kovalentni

imobilizaci biomolekul [107].

Lipasy byly poprvé enkapsulovany dvoustupiiovym sol-gelovym procesem v roce
1994 [116] svyuzitim tetramethoxysilanu jako jediného monomeru. Enzymy
z Burkholderia cepacia a Candida cylindracea nanosi¢i ve formé& hydrogelu
vykazovaly vys$$i esterifika¢ni aktivitu pii syntéze isoamylbutyratu nez jejich (xero)gely
po suseni na vzduchu ¢i po lyofilizaci.
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Obr. 10: Zavislost esterifika¢ni aktivity lipasy z Burkholderia cepacia na délce substituentu
v alkyltrimethoxysilanu (RTMS) pouzitém pii imobilizaci (z [66], upraveno).®

& Esterifikace oktanolu s kyselinou laurovou. Pomér TMOS/RTMS pii imobilizaci 1:1.

Hydrolyza tetramethoxysilanu miZe byt silné exotermni [98], proto je vyhodné&jsi
provadét jednokrokovou sol-gelovou imobilizaci za nizsich teplot [117,118]. Naopak
hydrolyza stericky naro¢nych silanil, napf. s fenylovym substituentem, bez ptitomnosti
pomocného organického rozpoustédla témét neprobiha [99], pro tento ucel se
pii polymeracich fecenych monomert vyuziva ptidavku 2-propanolu, acetonu apod., jez
usnadnuji tvorbu emulzniho systému. Pii imobilizaci dochazi ke styku enzymu
s organickymi slozkami misitelnymi i nemisitelnymi s vodou, tj. K situaci, jez mize
ptispét k denaturaci volného enzymu a tedy nutnému snizeni aktivity enzymu [67,91];
to je dalsi z diivodd, proc¢ je vhodnégjsi provadét imobilizaci ¢i alespoii jeji pocatecni fazi
za snizené teploty. Polymerace byvaji katalyzované fluoridovymi ionty, jezZ mohou mit
také negativni vliv na aktivitu enzymu [3,67].

Prvni prace popisujici imobilizaci lipasy do ormosilu byly publikovany v poloviné
90. let [66,119]. Ilustrativni schéma tohoto zptisobu imobilizace je uvedeno na obrazku
11 na str. 26, na obr. 12 na str. 27 je pak uvedena fotografie jednoho z ormosilt pofizena
pomoci elektronového mikroskopu. Pti imobilizaci lipasy z Burkholderia cepacia byly
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pouzity rizn¢ dlouhé alkyltrimethoxysilany a oligomerni dimethylsiloxany
kopolymerujici s tetramethoxysilanem  [66]; imobilizace provedend pouze
s tetramethoxysilanem méla za nasledek zna¢né snizeni aktivity enzymu. Naopak bylo
pozorovano mnohonasobné zvyseni esterifikacni aktivity s rostouci délkou alkylového
fetézce silanu (obr. 10 na str. 25) [66,118]; toto pozorovani je pfevazné vysvétlovano
aktivaci lipasy pomoci hydrofobniho efektu [72,104], tedy mechanizmem pro lipasy
velmi typickym. Imobilizace do hydrofobniho ormosilu muize enzym v oteviené
konformaci ,,uzamknout®, jelikoz se predpoklada, ze gelace probihd v tésné blizkosti
molekuly enzymu, kdy se uplatiiuji polarni interakce mezi silanoly (SiOH) a polarnimi
skupinami polypeptidu a zaroven nepolarni interakce hydrofobnich useki [73,120,121].

Proces imobilizace lipas (jsou nazyvané sol-gelovymi lipasami 1. generace)
patentovany skupinou M. T. Reetze se pozdé¢ji dockal také komeréniho vyuziti
[112,122].
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Obr. 11: Schematické znazornéni imobilizace lipasy do ormosilu.?

% Vpravo je naznadena struktura sol-gelu vzniklého pii pouziti siland s propylovou, oktylovou

a fenylovou substituci, tedy monomert studovanych v ramci této prace.

Lipasa z Candida cylindracea byla napt. imobilizovana dvoukrokové pomoci smési
methyltrimethoxysilanu a tetramethoxysilanu [119] anebo polymeraci sol-gelu
na povrchu ¢astic kiemeliny ¢i silikagelu [81,123]. U ziskanych enzymu byla zjisténa
vyS$§i teplotni stabilita neZ u lipasy imobilizované na stejné gely pouze adsorpci a
rovnéZ se projevil ndrlst esterifikacni aktivity se zvySujicim se pomérem
alkyltrialkoxysilanu k tetraalkoxysilanu.

Byly rovnéz popsany imobilizace lipas do sol-gelu na povrchu ¢i uvnitié riznych
dalsich nosi¢l, napf. poréznich sklenénych kulicek [124], polyvinylformalové

pryskyfice [125], kiemeliny Celite [72,115,126] nebo pylového sporopoleninu [69].
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Obecn¢ se takto dosahuje vzniku tenci vrstvy ormosilu, coz znamena snizeni difuznich
limitaci katalyzovanych reakci [115,126]. Vysledné biokatalyzatory vykazuji diky
pfidané rigidnéjsi slozce 1 vyS8i mechanickou odolnost ajsou vhodné pro pouziti
v pritokovych reaktorech. V piipadé magnetickych komponent (napt. ferit) mohou tyto
usnadnit separaci enzymu od reakéni smési [110,127]. Jako zajimavé feSeni se také jevi
potazeni praskové lipasy pomoci vrstvy ormosilového materidlu v nadkritickém CO;

[114] nebo vyuziti ternarnich smési silana pii imobilizaci [126].

Ke stabilizaci enzymu v sol-gelu se ¢asto vyuzivaji pfidavky hydrofilnich polymert
typu polyethylenglykolu ¢i polyvinylalkoholu [110,113,128,129] nebo ,,pufrujicich®
proteinti jako napf. hovézi sérovy albumin [117]. Byl také zjistén pozitivni vliv
ptidavku crownetheru 18-crown-6, iontovych kapalin (napt. [Cigmim][BF4]
a [Omim][Tf,N]), kalixarend (napt. Calix[6]-NHy) ¢i chloridu draselného na aktivitu
celé ftady lipas [72,113,130-133]. Naopak pfiptidavku monosacharidi nebo

p-cyklodextrinu se neprojevil zadny vyznamny vliv na aktivitu [105,113].

Obr. 12: Mikrostruktura ormosilu® pod skenovacim elektronovym mikroskopem (z [117],
upraveno).

& Pripraveny polymeraci methyltrimethoxysilanu s polydimethylsiloxanem 6:1.

Béhem imobilizace enzymu do sol-gelu hraje pomérné diilezitou roli i zptisob jeho
zpracovani po polymeraci. Nejméné ndro¢nym, ale z hlediska aktivity enzymu nejméné
vyhodnym, zpiisobem je prosté susSeni piipravené¢ho sol-gelu na vzduchu (napft.
pti zvysené teploté) [111,128]. Pfi odstranovani vodné faze z hydrogelu za zvySené
teploty a snizené¢ho tlaku dochazi postupné v dasledku nartistu povrchového napéti
ke zborceni struktury pért (shrinkage) a vzniku xerogelu [101], ktery se svou pevnosti
a vysokou hustotou blizi sklu, coz limituje vyuziti pro katalyzu. Nejlepsich vysledka je

dosazeno pii pouziti nadkritické tekutiny (napt. CO;) [73,128], jez zajisti zachovani
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mikrostruktury a dé& vzniknout aerogelu vynikajicimu vysokou plochou povrchu
anizkou hustotou bez vyznamné ztraty porozity. Setrn&j§i moZnosti jsou také
lyofilizace ¢&i substituce vodné faze v gelu méné polarnim rozpousStédlem (aceton,
2-propanol, ...) a nasledné rozpoustédlem nepolarnim S niz§im povrchovym napétim
(alkan, ...) [111] - timto zptisobem lze ziskat materialy na pomezi xerogeld a aerogeli

zvané ambigely [121].

Jako nevyhodu pouziti ormosilii pii imobilizaci enzymil je mozné zminit zna¢nou
kiehkost pripravenych materidld (z&visi na pribéhu polymerace a nasledném
zpracovani) [67,106,134], avSak tato je problémem i v piipad¢ organickych poréznich
polymeri ve formé kuli¢ek, jez jsou pouzivané pii adsorpéni imobilizaci [68].
Z hlediska provadénych enzymovych reakci je také nevyhodnou, ze ¢ast enzymovych
molekul je enkapsulovana hluboko ve struktufe nosi¢e [67], nékteré mohou byt zcela
zablokovany, a tedy se prakticky pfi reakcich neuplatiiuji. Déle je mozZzna pfitomnost
celé tady ruznych konformacnich stavli jednoho enzymu a tedy rizné aktivnich
molekul. Opaénym problémem mize také byt, ze se k enkapsulovanému enzymu

nedostanou veétsi substraty, napft. celé proteiny k imobilizované protease.

1.3 Acyklické analogy nukleosidii

Mezi nejzndméjsi aplikaci analogh nukleosidl, tedy latek strukturné odvozenych
od pro organizmy pfirozenych nukleosidi (adenosin, thymidin, uridin apod.), je
bezesporu vyuziti dideoxynukleosidtrifosfati pii Sangerové metodé sekvenovani DNA
[135]; zde pusobi jako tzv. chain terminators zptsobujici terminaci replikace.

Vyzkum analogli slozek nukleovych kyselin s cilem najit nové 1éCivé latky byl
odstartovan zjisténim, ze nékteré z nukleosidovych analogti se chovaji jako substraty ¢i
inhibitory enzymu, které pfeménuji jejich piirozené varianty [136], nebo dalsich
enzymi dilezitych pro metabolizmus (zvlasté pak téch, jez jsou virového plivodu)
[137,138]. Hlavnimi mechanizmy, kterymi se analogy nukleosidii uplatiiuji, jsou
inhibice specifickych enzymt, napf. inosin-5'-monofosfatdehydrogenasy,
(S)-adenosyl-L-homocysteinhydrolasy nebo virovych DNA polymeras a reverznich
transkriptas [139].

Pozdéji byly pfipraveny latky majici vedle baze nukleovych kyselin acyklickou ¢ast,
jez se svou strukturou vice ¢i méné podoba skeletu deoxyribosy. Dnes se tato skupina
latek nazyva acyklické analogy nukleosidi (acyclic nucleoside analogues, dale jen
»acyklické analogy*) nebo také acyklonukleosidy [138]. Velkou oblasti praktického

vyuziti acyklickych analogii je nyni pravé terapie virovych onemocnéni [140].
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1.3.1 Acyklické analogy s terapeutickym vyuzitim

vvvvvv

je acykloguanosin (aciklovir, KN napt. Cyclovir®, Zovirax®, struktura na obr. 13), jehoz
antiviralni aktivita pti herpesvirové infekci byla popsana v roce 1978 [141]. Slouc¢enina
je po transportu do buriky nejprve selektivné metabolizovana prostiednictvim virové
thymidinkinasy (ATP-thymidin 5'-fosfotransferasy) a posléze pomoci bunéénych kinas
az na aktivni aciklovir-trifosfat; tento produkt ptisobi jako substrat a zaroven jako silny
inhibitor virové DNA polymerasy, ¢imz zplisobuje nevratnou terminaci replikace virové
DNA a zamezeni rozSifovani infekce [136]. Kromé toho pusobi aciklovir
I proti cytomegalovirové infekci a viru Varicella zoster zptisobujicimu plané nestovice

a pasové opary [141].
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Obr. 13: Acyklické analogy u¢inné v terapii virovych onemocnéni.?

& Latky v horni fadé& jsou v této formé& pouzivany v léivych piipraveich, u sloudenin ve spodni fadé se
pouzivaji pouze jejich ,,prolékové™ formy.

Sloucenina 9-(2,3-dihydroxypropyl)adenin 1 (DHPA, na obr. 16 na str. 34) byla
poprvé popsana v roce 1972 [142]; tato latka je ve své acyklické ¢asti komplementarni
s acyklickou casti acikloviru, jejich pomyslnym spojenim Ize ziskat cyklus ribosy.
Pozdé¢ji byla provedena syntéza celé tady piibuznych derivati této latky vcetné
enantiomerné Cistych variant [137,143,144], pficemz jako nejvice biologicky aktivni
se projevil (S)-DHPA (R enantiomer byl neaktivni). V piipadé této slouceniny byla
pozorovana antiviralni aktivita proti viru vakcinie a spalnicek, herpesvirim a také
proti viru vezikularni stomatitidy [145]. (S)-DHPA a dalsi adenosinové derivaty pasobi
pfedev§im  jako  kompetitivni  reverzibilni nebo ireverzibilni  inhibitory

(S)-adenosyl-L-homocysteinhydrolasy, ktera se podili na methyla¢nich reakcich a je
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tedy dulezitd i pro maturaci virové Castice [137]. Latka (S)-DHPA byla diive obsaZzena
v 1é&ivém piipravku Duviragel® (Léciva) uréeném k 168b& opart [146]; v soucasné dobé
se jiz v klinické praxi nepouziva.

Dalsim jednoduchym acyklonukleosidem, jenz byl Gspésné zaveden do klinické
praxe [140], je napt. ganciklovir (KN Vitrasert® &i Cytovene®, obr. 13 na str. 29), ktery
pusobi proti herpesvirim (v¢etné viru Eppsteina-Barrové) a cytomegaloviraim [147].
Dale se pak pouziva penciklovir (KN Denavir®, obr. 13 na str. 29), jenZ je aktivni
rovnéz proti herpesviriim a také proti viru planych nestovic [148,149].

V IéCivych pripravcich je mozné najit kromé volnych forem zminénych latek také
jejich estery, tedy ,,prolékové formy (vizte dale, obr. 14 na str. 32) [140]. Valaciklovir
(KN Valtrex®) a valganciklovir (KN Valcyte®) jsou estery piislusnych acyklonukleosidi
s aminokyselinou L-valinem. Penciklovir je pak mozné nahradit jeho profarmakem
famciklovirem (KN Famvir®), coz je diacetat 6-deoxypencikloviru, jenZ se v organizmu
enzymov¢ deacyluje a oxiduje na penciklovir [140].

Dlouholetd spoluprace skupin A. Holého a E. De Clercqa v oblasti vyzkumu
acyklickych analogti s antiviralnim ucinkem vedla K objevu fady velmi aktivnich
sloucenin s velkym rozsahem terapeutické s$ite, které nesou fosfonovou skupinu,
tzv. acyklickych nukleosidfosfonati [150-152]. Tyto latky jsou de facto analogy
nukleotidi (nukleosidfosfatt)), narozdil od pfirozenych nukleosidfosfati kromé

acyklické ¢asti obsahuji stabilngj$i nehydrolyzovatelnou vazbu uhlik-fosfor.
Na prototypickou slouceninu (S)-9-(2-fosfonylmetho-xy-3-hydroxypropyl)adenin lze
pohliZet jako naspojeni diive zndmych antivirotik se Sirokym spektrem uc¢inku
(S)-DHPA akyseliny fosfonooctové nebo fosfonomravenéi [139,151]. Mechanizmus
pusobeni nukleosidfosfonati uvnitt bunek napadenych virem je podobny alifatickym
acyklickym analoglim, chybi zde vSak krok prvni fosforylace katalyzovany virovou
kinasou [151].

Praktického vyuziti v mediciné se z mnozstvi pfipravenych derivatd dockaly
tii acyklické nukleosidfosfonaty: adefovir a tenofovir (obr. 13 na str. 29), resp. jejich
»prolékové™“ formy, acidofovir (na obr. 46 na str. 94) [140]. Jejich zavedeni
a kombinace s dalsimi antivirotiky (napf. ritonavir, efavirenz, ...) znamenalo pielom

v 1é¢bé nemoci AIDS zpisobené virem HIV nebo hepatitidy typu B [153].

Cidofovir (KN Vistide™) pusobi hlavné proti cytomegalovirovym infekcim
[140,151], ale je aktivni i vu¢i dalSim herpesvirim, hepadnavirGm, adenovirim

¢ipoxvirim [139]. V hostitelské bufice napadené virem je pieménén
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cytidinmonofosfatkinasou na cidofovir-fosfat a ten nasledné na cidofovir-difosfat, ktery
je substratem a zaroven G¢innym inhibitorem virové DNA polymerasy [139].

Adeninové derivaty adefovir a tenofovir piisobi podobnym zplisobem na virovou
DNA polymerasu a navic také na reverzni transkriptasu (RNA-dependentni DNA
polymerasu) [139]; jedinym rozdilem je, Ze diky absenci hydroxylové skupiny nemohou
po své inkorporaci slouzit jako templat k dalSimu prodluzovani fetézce DNA (jsou tedy
chain terminators). Ze svych vychozich forem jsou Vv bufice obé latky pfeménény
na piislusné disfosfaty prostfednictvim adenosinmono-fosfatkinasy nebo 5-fosforibosyl-
1-pyrofosfatsynthetasy.

Adefovir-dipivoxil (KN Hepsera®, na obr. 14 na str. 32) je,prolékova“ forma
adefoviru — formalni diester s pivaloyloxymethanolem. Vykazuje vysokou aktivitu
proti herpesvirim a hepadnaviram (virus hepatitidy typu B) a oproti pfedchozim
ptipadim také proti retroviram (HIV a nékteré zvifeci retroviry) [151].

,.Prolékovou* formou tenofoviru je v 1é&ivech tenofovir-disoproxil (KN Viread®,
formalni diester s isopropyloxykarbonyloxymethanolem, struktura je na obr. 14
na str. 32), resp. jeho stl s kyselinou fumarovou. Ta je mimo jiné pouZzivana ve tfech
kombinovanych 1éCivych piipraveich urcenych k1éébé AIDS [140]: v kombinaci
sefavirenzem a emtricitabinem (KN Atripla®), s elvitegravirem, kobicistat
a emtricitabinem (KN Stribild®) a s emtricitabinem (KN Truvada®). Tenofovir piisobi

piedevsim proti retrovirim (HIV) a hepadnaviriam [139].

Vyvoj acyklickych analogli nukleosidii neuticha, hledaji se stile nové derivaty
s fyziologickymi ucinky [154] a také jsou studovany nové ,,prolékové™ formy jiz
popsanych latek [155-157]. Jako velmi slibny kandidat s antiviralnimi G¢inky se
prozatim  ukazuje  sloucenina  6-fosfonylmethoxyethoxy-2,4-diaminopyrimidin
(PMEO-DAPym) odvozena od adefoviru [158].

1.3.2 Prolékové formy terapeutickych latek

Terapeuticky aktivni slouceniny byvaji Casto cilen¢ chemicky upravovany za vzniku
»prolékovych® forem (také profarmak, angl. prodrugs), tedy neaktivnich prekurzoru,
které jsou teprve v cilové tkani/bunice sledem nékolika (1-2) enzymovych
¢i spontannich krokd ptfevedeny na aktivni slouceninu [159-161]; napt. velmi Casto
pouzivané soli u€innych latek se k ,,prolékovym* formam netadi. Jednémi z nejstarsich
znamych ,prolékovych® forem jsou kyselina acetylsalicylova (aspirin), ktera je

zajimava tim, ze kromé funkce ,prolékové™ formy (Cast se hydrolyzuje na aktivni

31



kyselinu salicylovou) je sama také aktivni latkou pasobici na cyklooxygenasu, isoniazid
nebo heroin (diacetylmorfin) [161].

Hlavnim divodem pro hledani novych ,,prolékovych® forem je potencialni zlepSeni
fyzikalné-chemickych vlastnosti (rozpustnost, pH stabilita, ...) a farmakologickych
parametrii absorpce (zvlasté biodostupnost, bioavailability), distribuce, metabolizmu
nebo eliminace (ADME) ucinné latky v cilové tkani a také snizeni jeji ptipadné toxicity
pro necilové tkan¢ [139,153,161].
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Obr. 14: ,,Prolékové* formy acyklickych analog nukleosidu v klinické praxi.

Zakladni dvé skupiny ,,prolékovych® forem jsou ,,prolékové™ formy s pomocnou
skupinou (promoiety), tedy latky majici navic ur€ity, vétSinou hydrolyticky,
odbouratelny fetézec a bioprekurzorové ,,prolékové™ formy, které jsou pievedeny
na cilovou latku nehydrolytickymi reakcemi (napf. oxidaci, redukci apod.) [159].
Piikladem ,prolékové” formy, jeZ nese pomocnou skupinu a je zaroven
I bioprekurzorem, je jiz zminény famciklovir, ktery k pfevedeni na penciklovir musi byt
enzymoveé hydrolyzovan a oxidovan.

Kromé béznéjSich nizkomolekularnich ,,prolékovych® forem existuji také
makromolekularni  profarmaka tvofena konjugaty ucinné latky s polymery,
napf. s polyethylenglykolem, poly-L-glutamatem, peptidy ¢i protilatkami [159,162].
Alternativnimi zpiisoby pro podpofeni vstfebadvani ucinnych latek kromé tvorby
»prolékovych® forem mohou byt napf. enkapsulace do micelarnich systémul

nebo adsorpce na nanocastice [163,164].
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Do podoby ,,prolékovych® forem byvaji derivatizovany i latky, které vlastné¢ samy
0 sob¢ fyziologicky aktivni nejsou (napi. aciklovir, penciklovir), nybrz aktivnimi se
stavaji az po metabolické pfeméné, tj. samy jsou ,,prolékovymi formami [161]. Timto
zpusobem v organizmu dochazi k vicenasobné aktivaci latky: nejprve je zbavena
po pruchodu do cilové tkané ¢asti, jez tento priachod usnadnila, a nasledné je pfeménéna

na aktivni slou¢eninu.

Za reaktivni skupiny, jez jsou ve slouceninach vhodnymi nositeli pomocnych
skupin, se povazuji nukleofilni skupiny —OH, —NH;, —SH a elektrofily —COOH
a —PO(OH); [161]. Podle charakteru vychozi latky a cilového pouziti mohou byt
ziskané ,,prolékové* formy polarnéjsi/hydrofobnéjsi, nabité/nenabité apod.

Mezi nejéastéjs$i modifikace patii prevedeni piislusné latky na estery [159,160].
Jedna o estery s alifatickymi karboxylovymi kyselinami (Casté jsou acetaty, pivalaty)
nebo alkoholy, které vedou obecné ke sniZeni ionizace a polarity, ¢i s aminokyselinami,
jez pak pusobi amfifiln¢ [159,161]. Aminokyselinové derivaty maji tu vyhodu, Ze
mohou byt transportovany do bunék pomoci peptidovych pienasect, jako je tomu
v piipadé valacikloviru [165]. Ke zvyseni polarity latek se pouziva fosfatova skupina
nebo tvorba glykosidu [160,161]. ,,Prolékové™ formy fosforeéné ¢i fosfonové skupiny
maji Casto podobu jednodruhovych a smiSenych monoesterti ¢i diestert s alkylovymi
substituenty (napf. steroidni skelet, aryl, crownether, saligenyl, ...) nebo glycerolipidi,
dalsim zplGsobem je také pievedeni dané skupiny na bis(pivaloyloxymethyl)ovy,
dithioethylovy, bis(S-acylthioethyl)ovy ¢i fosforamidatovy derivat [166,167].

Kuvolnéni ,,prolékovych® forem dochazi, jak jiz bylo uvedeno, nejcastéji
enzymovou katalyzou [159]. Pti navrhu pomocnych skupin ¢i bioprekurzori je dilezita
alespont Casteéna znalost substratové a tkanové specificity enzymd [168] a také
pfipadnych membranovych pienaseci [159,160]. Napiiklad esterasy se V lidském
organizmu vyskytuji v nékolika riznych formach (paraoxonasa, karboxylesterasa,
acetylcholinesterasa atd.). Dalsimi enzymy uplatiujicimi se pii metabolizmu
,prolékovych® forem jsou alkalickd fosfatasa, amidasy, glykosidasy ¢i razné
oxidoreduktasy (cytochrom P450) [161]. Pro,prolékovou” formu valaciklovir byl
dokonce popsan specificky protein hydrolyzujici esterovou vazbu s L-valinem nazvany

valaciklovirasa; tento protein se strukturné podoba enzymu bifenylhydrolase [168].

Neztidka dochazi po prevedeni latky na ,,prolékovou’ formu ke snizeni biologické
aktivity nebo dokonce ke zvySeni toxicity [144,156,157], protoze se U modifikované

ucinné latky mohou v organizmu uplatiovat i jiné mechanizmy. Napfi. alifatické

33



3'-estery DHPA piitestech invitro pozbyly antiviralni aktivity pavodni latky
a v piipad¢é 3'-palmitatu byla zjisténa bunécna toxicita [144].
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Obr. 15: Mechanizmus biologické aktivace profarmaka nukleosidfosfonatu/fosfatu
(podle [166]).

Acyklické analogy nukleosidi uspésné dokladaji dulezitost ,,prolékovych® forem,
jelikoz vétSina z nich je v 1éCivych piipravcich obsazena pravé ve formé estert (obr. 14
na str. 32), které jsou hydrolyzovany az po prichodu do cilového organizmu [140].
Napiiklad bis(pivaloyloxymethylové) uspofadani ve zminéném profarmaku adefovoviru
je nejprve esterasou hydrolyzovano na hydroxymethylfosfonatovou skupinu, ktera
posléze samovolné uvolni formaldehyd; hydrolyza druhé fosfoesterové vazby pak vede

ke vzniku volné fosfonové funkce (obr. 15) [166].
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Obr. 16: Schéma cilené enantioselektivni acylace DHPA 1 pomoci lipasy.

Jednim zcilh této prace je studium stereoselektivity acylace modelové latky
katalyzované lipasou — timto modelem je jiz zminény DHPA 1 (obr. 16). V ptedchozim
textu bylo ilustrovano, Ze v pfipad¢ chirdlnich biologicky aktivnich sloucenin byva
aktivnéjsi pouze jeden z enantiomert. Pokud by se podafilo najit optimalni postup
pro biotransformaci DHPA 1 za vzniku enantiomerné Cistych latek, tento by pak mohl
byt vyuzitelny pro esterifikace dalSich podobn¢ polarnich polyfunkcnich substrati.
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Chiralni centrum u této slouCeniny neni pifimo vedle primarniho hydroxylu, nybrz
U hydroxylu sekundérniho, proto by se enantioselektivita lipas méla projevit spiSe az

pii vzniku sekundarniho 2'-esteru, eventualné pti jeho hydrolyze.
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2 Cil prace

Mezi hlavni cile ptedkladané diplomové prace patii:

1. Formou literarniho pichledu stru¢né piedstavit problematiku vyuziti lipas

Vv biotechnologiich a déle problematiku acyklickych analogti nukleosid.

2. Piipravit lipasy ve form¢ heterogennich katalyzatori pro pouziti v syntetickych

reakcich a tyto charakterizovat.

3. Provést syntetické reakce vedouci k esterim acyklickych analogi nukleosidi

a nukleotidd. Charakterizovat produkty biotransformacnich reakci.
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3 Material a metody

V naésledujicich seznamech jsou uvedeny vSechny chemické latky a chemické

ptipravky, jez byly béhem experimentii pouzity, véetné ptipadnych specifikaci.

3.1 Chemikalie a roztoky

3.1.1 Rozpoustédla

# Fluka AG, Svycarsko
isooktan (Cisty)

# Lachema, CSSR
pentan (97 %)

# Lachema, CR
hexan (p. a.)

# Penta, CR

aceton (p.a.), butanol (p.a.), terc-butylmethylether (¢., MTBE), diethylether
(nestabilizovany, p. a.), ethylacetat (p.a.), 2-propanol (p.a.), chloroform (stabil.
1% amylalkohol, p. a.), methanol (p.a.), methylethylketon (¢.), petrolether (p.a.,
destila¢ni rozmezi 40-65 °C), toluen (p. a.)

# pracovisté UOCHB AV CR
cyklohexan (¢.), ethanol (98%v), heptan (¢.), tetrachlormethan

# pracovisté VUV TGM

destilovana voda, ultra¢ista voda (systém Milli-Q®)

# Sigma-Aldrich, USA

acetonitril pro HPLC (CHROMASOLV® pro gradientovou eluci, >99,9 %), benzen
(bezvody, 99,8 %), dichlormethan pro HPLC (CHROMASOLV®, stab. amylen,
>09,8 %), dimethylformamid (bezvody, 99,8 %), dimethylsulfoxid pro UV
spektroskopii, 2-methoxyethanol (bezvody, 99,8 %)

# TCI Europe, Belgie
dimethylsulfoxid-dg (>99,9 % D), 1,4-dioxan (stab. BHT, >99 %), chloroform-d
(stabilizovany Ag, >99,6 % D)
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3.1.2 Cisté latky

# Lachema, CSSR

kyselina borita (¢.), kyselina citronova (monohydrat, p. a.), kyselina octova (p. a.),

# Lach-Ner, CR
acetanhydrid (p. a.), chlorid hotfe¢naty (hexahydrat, p. a.), kyselina chlorovodikova
(35%w, p. a.)

# Penta, CR
dihydrogenfosfore¢nan sodny (dihydrat, p. a.), hydroxid sodny (p. a.), chlorid vapenaty

(bezvody granulovany, p. a.), siran sodny (bezvody, p. a.)

# pracoviste¢ UOCHB AV CR

fluorid draselny

# Sigma-Aldrich, USA

bromfenolova  modf,  dodecylsiran  sodny pro  elektroforézu (99 %),
fenyl(trimethoxy)silan (FTMS, 97 %), glycerol pro molekularni biologii (>99 %),
hovézi sérovy albumin (98 %), 4-nitrofenol pro spektrofotometrii, peroxodisiran
amonny (>98 %), polyvinylalkohol (relativni molekulova hmotnost ~72000),
tetraethoxysilan (TES, 99,999 %), tetramethylethylendiamin pro elektroforézu (99 %),
triethoxy(oktyl)silan (TEQS, >97,5 %), trimethoxy(propyl)silan (TMPS, 97 %), Tris
(Trizma® base)

# Serva Electrophoresis, SRN
modi Coomassie Brilliant R-250

# TCI Europe, Belgie
tetramethylsilan (pro NMR, >99 %)

3.1.3 Enzymové substraty

# Fluka AG, Svycarsko
vinylacetat (stabil. HQ, >99 %)

# pracovistée UOCHB AV CR
9-(2,3-dihydroxypropyl)adenin (1, DHPA)

# Sigma-Aldrich, USA
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2-fenylpropanol (2, hydratropylalkohol, >97 %), 4-methylumbelliferylbutyrat (vhodny
pro fluorescenci, >95%), A4-nitrofenylbutyrat (>98 %), 4-nitrofenylkaprinat,
4-nitrofenylkaprylat (>95 %), 4-nitrofenyllaurat (>98 %), 4-nitrofenylpalmitat (>98 %),
vinylbenzoat (stabil. HQ/MEHQ, >99 %), vinyllaurat (>99 %), vinylpropionat (stab.
MEHQ, 98 %)

# TCI Europe, Belgie

2-fenylpropanol (2, hydratropylalkohol, >98 %), vinylbutyrat (stabil. HQ, >98 %),
vinylkaprinat (stabil. MEHQ, >99 %), vinylkapronat (stabil. MEHQ, >99 %),
vinylkaprylat (stabil. MEHQ, >99 %), vinylmyristat (stabil. MEHQ, >99 %),
vinylpalmitat (stabil. MEHQ, >96 %), vinylstearat (stabil. MEHQ, >95 %)

3.1.4 Ostatni

# Bio-Rad Laboratories, USA
40%w roztok akrylamidd (akrylamid/N,N'-methylenbisakrylamid 19:1)

# DuPont, USA
teflonova (PTFE) paska [(0,2x12x15000) mm a (0,2x19x15000) mm]

# Fluka AG, Svycarsko
silikagel 60 pro kolonovou chromatografii (pory 60 A, ¢astice 40-63 um)

# Agilent Technologies, USA

chiralni analytickd kolona pro kapilarni GC HP-Chiral 20B [20% permethylovany
p-cyklodextrin  na (35% fenyl)methylpolysiloxanu,  tloustka  filmu 0,25 um,
(30000%0,25) mm]

# Merck, SRN
silikagel pro TLC s fluorescenénim indikatorem [hlinikové desky (20x20) cm, pory
60 A, tloustka vrstvy 0,2 mm]

# Messer, Rakousko
helium 5.0, dusik 4.6, dusik 5.0

# Phenomenex, USA

analyticka kolona pro HPLC Kinetex® C18 [oktadecyly vézané na silikagelu (uhlik
12 %), &astice 5 pum Spevnym jadrem, pory 100 A, plocha povrchu 200 m2.g™,
endcapped, (150x4,6) mm]
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# Serva Electrophoresis, SRN
standard molekulovych hmotnosti pro SDS-PAGE (Protein Test Mixture 5)

# Sigma-Aldrich, USA

¢inidlo na stanoveni proteintt Bradford reagent (roztok Coomassie Brilliant G-250
a H3PO,); kiemelina pro filtraci Celite® 545: molekulova sita (aktivovana pii 200 °C,
velikost port 4 A)

3.2 Enzymy

# Sigma-Aldrich, USA
lipasa z Pseudomonas fluorescens (Lipase AK “Amano“, lyofilizovana, deklarovana
aktivita >20000 U.g™ ?)

3.3 Pristrojové vybaveni

analytické vahy AT261 Delta Range (Mettler Toledo, USA)

automaticky davkova¢ vzorkti na TLC Linomat 5 (CAMAG, Svycarsko)
automaticky davkovac¢ vzorkd pro GC 7683 Series (Agilent Technologies, USA)
automaticky sbéra¢ frakci FCC61 (Laboratorni piistroje Praha, CSSR)

stolni centrifuga MICRO 240A (Denville Scientific, USA)

davkovaci ventil pro HPLC 7725i (Rheodyne, USA)

digitalni valiva tfepacka Stuart Equipment SRT6D (angl. tube roller, Bibby Scientific,
VB)

elektricky zdroj pro elektroforézu (Hoefer, USA)

elektroforeticka souprava Mighty Small Il (Hoefer, USA)

generator vodiku 40H (Dominick Hunter, VB)

horizontalni tfepacka KS 130 basic (IKA Laboratory Equipment, SRN)
mini-inkubator Cultura (Merck, SRN)

kyvava tfepacka BenchRocker 3D (Benchmark Scientific, USA)

kvartérni pumpa pro HPLC Delta 600 (Waters, USA)

laboratorni vahy 440-35N (Kern, SRN)

lazné T100 (Medingen Labortechnik, SRN) a GD100 (Grant Instruments, VB)
lazen k rota¢ni vakuové odparce WB (Heidolph Instruments, SRN)

magnetické michacka MONO (Variomag, USA)

2 Hydrolyza olivového oleje pti pH 8 a 55 °C.
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magnetické michacky s ohfevem RH3 (MLW, Polsko) a RH basic 2 (IKA Laboratory
Equipment, SRN)

pH elektroda SlimTrode (Hamilton, USA)

pH metr pH 213 (Hanna Instruments, USA)

plynovy chromatograf HP6850 Series (Hewlett-Packard, USA)

prutokovy UV detektor HP1050 Series (Hewlett-Packard, USA)

rota¢ni vakuova odparka Laborota 4002 (Heidolph Instruments, SRN)

fidici stanice pro HPLC 600 Controller (Waters, USA)

souprava pro pripravu elektroforetickych geli Multiple Gel Caster (Hoefer, USA)

stolni UV komora CM-10 (vlnové délky 254 a 365 nm; Spectroline, USA)

ttepaci inkubatory — tiepacka UNIMAX1010 s termostatem INKUBATOR 1000
(Heidolph Instruments, SRN) a NB-205 (N-BIOTEK, Jizni Korea)

UV komora EDAS 290 (Kodak, USA)

UV trasluminator UVT-20 S/M/L (vinové délky 254, 312 a 365 nm; Herolab, SRN)
UV/VIS spektrofotometr SPECORD 210 (Analytik Jena, SRN)

vortex MS2 Minishaker (IKA Laboratory Equipment, SRN)

vyvéva Rotavac senso (Heidolph Instruments, SRN)
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Vsechny experimenty byly provadény, pokud neni uvedeno jinak, pti laboratorni teploté
(cca 23 °C).

Neni-li v textu uvedeno odlisné, je vyraz ,,voda“ ekvivalentni vyrazu ,,destilovana

voda“ a ,,roztok* je ekvivalentni vyrazu ,,vodny roztok*.

Rozpoustédla urcend pro biotransformacni reakce byla pfed pouzitim suSena
bezvodym siranem sodnym a poté destilovana; acetonitril pro HPLC byl susen
bezvodym chloridem vépenatym a nasledné destilovan. Vinylacetat byl uchovan
nad molekulovymi sity. Pii praci s reakénimi smésmi obsahujicimi tékava organicka

rozpoustédla byly zavity lahvicek a dalSich nadob utésnovany teflonovou paskou.

Pouzité pufry a roztoky:

barvici lazen roztok methanolu (450 mL.L™), kyseliny octové (90 mL.L™)
a modti Coomassie Brilliant R-250 (2,5 g.L™),

elektrodovy pufr roztok 25mM Tris, 195mM glycinu a dodecylsiranu sodného
(LgL™),

fosfatovy pufr roztok dihydrogenfosfore¢nanu sodného o piislusné koncentraci
titrovany na pozadované pH 5M roztokem NaOH,

odbarvovaci ldazeni  roztok slozeny z 500 mL vody, 430 mL methanolu a 75 mL
kyseliny octové

polymeracni smés pro 5% zaostrovaci gel
750 uL 40%w roztoku akrylamidu, 4,40 mL vody, 750 uL. 1M
Tris pufru o pH 6,8, 60 uL 10%w roztoku dodecylsiranu sodného,
60 uL  10%w roztoku peroxodisiranu amonného a 6 pL
tetramethylethylendiaminu,

polymeracni smés pro 15% separacni gel
3,70 mL 40%w roztoku akrylamidd, 3,60 mL vody, 2,50 mL
1,5M Tris pufru o pH 8,8, 100 uL 10%w roztoku dodecylsiranu
sodného, 100 pL 10%w roztoku peroxodisiranu amonného a 4 L
tetramethylethylendiaminu,

redukujici vzorkovy pufr
roztok 125mM Tris pufru (pH 6,8), 20%v glycerolu,
dodecylsiranu  sodného (40 g.L™), 2%v p-merkaptoethanolu

a bromfenolové modti (200 mg.L™),
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Tris pufr roztok Tris o pfislusné koncentraci upraveny na pozadované pH
5M roztokem HCI,

univerzalni pufr ekvimolarni roztok kyseliny citronové, dihydrogenfosforecnanu
sodné¢ho a kyseliny borité o piislusné koncentraci titrovany
na pozadované pH 5M roztokem NaOH nebo HCI,

vzorkovy pufr roztok 125mM Tris pufru (pH 6,8), 20%v glycerolu,
dodecylsiranu  sodného (40 g.L™) a bromfenolové modii
(200 mg.L™).

3.4 Charakterizace enzymii

3.4.1 Charakterizace komerc¢niho preparatu lipasy

3.4.1.1 Elektroforéza proteint na polyakrylamidovém gelu v prostfedi SDS

Pomoci komer¢ni soupravy byl pfipraven polyakrylamidovy gel [cca (80%60) mm,
tloustka 0,75 mm] s deseti vzorkovymi jamkami skladajici se z 5% zaostfovaciho gelu
a 15% separacniho gelu [169].

Lipasa PfL a hovézi sérovy albumin byly rozpustény v SmM fosfatovém pufru o pH
7,0. Roztoky pak byly vhodné fedény stejnym pufrem a v poméru 1:1 smichany
se vzorkovym pufrem/redukujicim vzorkovym pufrem. Do jamek gelu bylo aplikovano
15 uL takto pfipravenych roztokii PfL S riznym mnozstvim proteini a 5 pL roztoku
albuminu; polovina roztokt lipasy a roztok albuminu byly navic pfed aplikaci na gel
5 min inkubovany V lazni o teploté 100 °C. Dale bylo do dvou jamek aplikovano 5 pL
roztoku proteinového standardu molekulovych hmotnosti (1 mg.mL™) v redukujicim
vzorkovém pufru (pfed pouzitim inkubovan 5 min v lazni o teploté¢ 100 °C a uchovan
pii =20 °C). Do jedné jamky bylo aplikovano 15 pL roztoku lipasy PfL ve smési
s 50%v glycerolem 1:1.

Elektroforetickd separace probihala vertikalné pii 4 °C a napéti 200 V (maximalni
proud 45mA) a byla ukonCena, jakmile se indikator bromfenolova modi blizil

spodnimu konci gelu.

3.4.1.2 Detekce esterasové aktivity na polyakrylamidovém gelu

Polyakrylamidovy gel byl po probéhnuté elektroforéze tfepan (180 RPM) 20 min
v Petriho misce ve smési voda/2-propanol 20:7 a poté jesté 2x 10 min ve vodé.
Pted aplikaci fluorigenniho substratu byl gel pfenesen do SmM fosfatového pufru
opH7,0.

43



K 5,0 mL 5mM fosfatového pufru o pH 7,0 bylo pfidano 500 uL 1mM roztoku
4-methylumbelliferylbutyratu v 2-methoxyethanolu. Tento inkubacni roztok byl velmi

opatrn¢€ promichan.

HO

PFL
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_ o}
0]

Obr. 17: Hydrolyza 4-methylumbelliferylbutyratu pti detekcei lipasy na gelu.

Gel osuseny od pufru z promyvaci faze byl umistén na podlozku do UV komory
na transiluminator a opatrné pfevrstven inkuba¢nim roztokem. Nasledovala inkubace
gelu po dobu 20 min (schéma reakce na obr. 17) se zafenim o vinové délce 365 nm.
Poté byl gel fotografovan; pozitivni esterasova aktivita se na gelu projevi jako prouzky

emitujici syté zelené zafeni diky uvolnénému 4-methylumbelliferonu.

3.4.1.2 Detekce proteinu na polvakrylamidovém gelu

Gel, na kterém byla provedena detekce esterasové aktivity, byl vloZzen do barvici 1dzné
a tiepan (180 RPM) 60 min.
Poté byl gel inkubovan 3x v odbarvovaci lazni, doku nedoslo k vymyti nevazaného

barviva z gelu. Nasledn¢ byl gel fotografovan.

3.4.1.3 Stanoveni obsahu rozpustnych proteinu v preparatu

Navazka 1-100 mg preparatu lipasy PfL byla rozpusténa/suspendovana v 1000 pL
50mM fosfatového pufru o pH 7,0 a po pfipadném tfedéni byl ve smési stanoven obsah
proteind (str. 48).

U ziskané zavislosti koncentrace proteinii na navazce byl poté ze smérnice ziskan

obsah rozpustnych proteinli v komerénim preparatu lipasy.

3.4.1.4 Stanoveni hydrolvytické aktivity v preparatu

Navazka 0,5-5mg preparatu lipasy PfL byla rozpusténa/suspendovana v 1000 pL
50mM fosfatového pufru o pH 7,0 a po pfipadném fedéni byla v tomto roztoku
stanovena hydrolyticka aktivita na substratu 4-nitrofenyllauratu (metoda A na str. 46).

U ziskané zavislosti hydrolytické aktivity roztoku na navazce byla ze smérnice

ptimky ziskana hodnota specifické aktivity v komerénim preparatu lipasy.

3.4.1.5 Studium pH stability lipasy
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Do 2mL mikrozkumavky bylo ptiddno 1950 uL 20mM univerzélniho pufru o daném pH
a 50 pL 30mg.mL™" suspenze preparatu lipasy PfL. Smé&s byla prudce zamichana
(2500 RPM) a staticky inkubovana v lazni o teploté¢ 25 °C po dobu 5 hod. Po prvni
pulhoding€ a poté kazdou nasledujici hodinu inkubace (celkem 5x) byla inkubacni smés
kratce promichana (2500 RPM).

Po ubéhnuti inkuba¢ni doby byla smés promichdna (2500 RPM) a ze smési bylo
vzato 10 uL (na 100 pL doplnéno 50mM fosfatovym pufrem o pH 7,0) ke stanoveni
hydrolytické aktivity na substratu 4-nitrofenyllauratu (metoda A na str. 46).

Stejny postup byl pouzit i pii referen¢ni inkubaci pti pH 7,0; v tomto ptipadé nebyla
smés inkubovana 5 hod, ale ihned po jejim pfipraveni pouzita ke stanoveni hydrolytické

aktivity.

3.4.1.6 Studium teplotni stability lipasy

Byl pouzit totozny postup jako pii studiu teplotni stability u imobilizovanych lipas
(metoda na str. 47) stim rozdilem, ze 0,5mg enzymu PfL po inkubaci bylo
pted stanovenim hydrolytické aktivity na substratu 4-nitrofenyllauratu (metoda A
na str. 46) rozpusténo v 1000 pL 50mM fosfatového pufru o pH 7,0 a ke stanoveni bylo
vzato 10 pL tohoto roztoku (na 100 pL doplnéno 50mM fosfatovym pufrem o pH 7,0).

3.4.2 Studium enzymové kinetiky lipas

3.4.2.1 Stanoveni hydrolvtické aktivity lipasy

O,N o PfLOSG O,N
0 R OH

pufr

Y

Obr. 18: Enzymova hydrolyza 4-nitrofenylesteru.

Ke stanoveni hydrolytické aktivity byly pouzity dvé spektrofotometrické metody
na zéklad¢ specifik stanovovaného enzymu/preparatu (tj. rozpustna nebo heterogenni
forma); jako substraty byly pouzity chromogenni 4-nitrofenylestery (schéma na obr. 18).
Enzymova aktivita ziskana obéma metodami vyjadifuje pocet umol produktu
4-nitrofenolu uvolnénych za minutu vztazeny na objem ¢i hmotnost vzorku. Pokud je
znama rovnéz koncentrace proteini ve vzorku (str. 48), je aktivita vztazena i na tuto
hodnotu.

Kalibrace metody byla provedena pro 4-nitrofenol v koncentraénim rozsahu
3-125 pmol.L ™
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Metoda A: Hydrolyza 4-nitrofenylesteru v pufru — kinetické méfeni

Stanoveni bylo provadéno pro vzorky tvofené pravymi roztoky, idedlné pro roztoky
majici lipasovou aktivitu vy3si nez 0,01 pmol.min™.mL™.

Do kyvety (tloustka 10,0 mm) bylo pipetovano 1000 pL. 50mM fosfatového pufru
opH 7,0 a 50 uL 20mM roztoku 4-nitrofenylesteru v acetonu. Reakce byla zahéjena
ptidanim 100 pL roztoku vzorku a po rychlém promichani (2200 RPM) byla umisténa
do spektrofotometru. Jako slepy vzorek slouzila totozna smeés, ve které byl roztok
enzymu nahrazen pufrem.

Mg¢éteni probihalo v ¢ase pfi vinové délce 400 nm po dobu nékolika desitek sekund
az n¢kolika minut; zZ pocatecniho linearniho tseku ziskané zavislosti absorbance na Case
byly odeéteny hodnoty pro vypocet hydrolytické aktivity vzorku (rovnice 3).

A+3.362.103
_at3 1,453 3)

,u_mol.minfl.mL*1

A ... narast absorbance, [A] = 0; t ... ¢as reakce, [t] = min.

Metoda B: Hydrolyza 4-nitrofenylesteru v pufru — koncové méfeni

Stanoveni bylo uréeno pro imobilizované lipasy, které jsou nerozpustné a tvoii
suspenze.

Do 4mL sklenéné sroubovaci lahvicky bylo k 0,5 mg imobilizované lipasy ptidano
3300 uL 50mM fosfatového pufru o pH7,0 a smés byla 10 min preinkubovana
pfi teploté 40 °C. Reakce byla nasledné zahajena ptidavkem 150 uL 20mM roztoku
4-nitrofenylesteru v acetonu a probihala na tfepacce (lahvi¢ka Vv horizontalni poloze,
200 RPM) pii teplote 40 °C po dobu desitek minut az nékolika hodin. Jako slepy vzorek
slouzila totoZna reak¢éni smés, v niZ nebyl Zadny enzym.

1 1 A—Ap+3.362.107°
pgmol.min™ g™t =

435, 9 4
mt

A ... absorbance vzorku, [A] = 0; A, ... absorbance slepého vzorku, [Ag] = 0; m ... navazka enzymu,
[m] = mg; t ... ¢as reakee, [t] = min.

Po ubéhnuti inkuba¢ni doby bylo zreakéni smési odebrano 1900 uL suspenze
a po centrifugaci (140009, 1 min) bylo ze supernatantu pipetovano 750 uL do kyvety
(tloustka 10,0 mm); poté byla na spektrofotometru odetena absorbance pifi vinové

délce 400 nm proti slepému vzorku. Z hodnoty odectené absorbance, tidaje o Casu
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reakce anavazce enzymu byla vypoctena hydrolyticka aktivita vztazena na hmotnost

enzymu (rovnice 4 na str. 46).

3.4.3 Charakterizace imobilizovanych enzymi

3.4.3.1 Studium pH stability imobilizovanvch lipas

Do 2mL mikrozkumavky bylo k 10 mg imobilizované lipasy piidano 2000 uL 20mM
univerzalniho pufru o daném pH. Smés byla prudce zamichana (2500 RPM) a staticky
inkubovana v lazni o teploté 25 °C po dobu 5 hod. Po prvni ptlhodiné a poté kazdou
nasledujici hodinu inkubace (celkem 5x) byla inkubaéni smés kratce promichéana
(2500 RPM).

Po ub&hnuti inkubaéni doby byla smés promichana (2500 RPM) a centrifugovana
(14000g, 2 min). Supernatant byl opatrn¢ odebran a enzym byl postupné promyt vodou
(3x 1000 uL), acetonem (1 mL) a nakonec petroletherem (1 mL) — po kazdém piidavku
vzdy nasledovaly promichani, centrifugace a odebrani supernatantu. Enzym se zbytky
rozpoustédla byl ponechan 20 min na vzduchu a poté inkubovan 20 hod v uzaviené
nadobé s nasycenym roztokem chloridu hofe¢natého (ay ~ 0,33). Nasledné byl enzym
uchovan pifi 4°C pfed stanovenim hydrolytické aktivity pomoci substratu

4-nitrofenyllauratu (metoda B na str. 46).

Stejny postup byl pouzit i pii referencni inkubaci pti pH 7,0; v tomto piipad¢ nebyla
smés inkubovana 5 hod, ale ihned po jejim pfipraveni byla zpracovana a enzym poté

pouzit ke stanoveni hydrolytické aktivity.

3.4.3.2 Studium teplotni stability imobilizovanvych lipas

Do 2mL sklenéné Sroubovaci lahvi¢ky byl k 5 mg imobilizované lipasy pfidan 1,00 mL
isooktanu. Smés byla zamichana (1800 RPM) a staticky inkubovana pii dané teploté
po dobu 5 hod. Po prvni ptulhodiné a poté kazdou nasledujici hodinu inkubace (celkem
5x) byla inkuba¢ni smés kratce promichana (1800 RPM).

Po ub&hnuti inkubaéni doby byla smés promichana (1800 RPM) a centrifugovana
(140009, 2 min). Supernatant byl opatrné¢ odebran a enzym byl promyt petroletherem
(05mL) — po jeho piidavku nasledovalo promichani, centrifugace a odebrani
supernatantu. Enzym se zbytky rozpoustédla byl ponechan 20 min na vzduchu a poté
inkubovan 20 hod v uzaviené nadobé& s nasycenym roztokem chloridu hofe¢natého
(aw ~ 0,33). Nasledné¢ byl enzym uchovan pii 4 °C pied stanovenim hydrolytické
aktivity pomoci substratu 4-nitrofenyllauratu (metoda B na str. 46).
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Podobny postup byl pouzit také béhem referencni inkubace pii teploté 25 °C; smés
nebyla pfi dané teploté inkubovana 5 hod, ale ihned po pfipraveni byla zpracovana

a enzym poté pouzit ke stanoveni hydrolytické aktivity.

3.4.3.3 Studium stability imobilizované lipasy v rozpoustédlech

Do 2mL sklenéné Sroubovaci lahvicky byl k5 mg imobilizované lipasy
PfL@propyl-SG pridan 1,00 mL pfislusného rozpoustédla. Smés v lahvicce byla
michana v horizontalni poloze (240 RPM) po dobu 20 hod.

Po ubchnuti inkubac¢ni doby byl enzym ve smési ponechan sedimentovat
(cca 30 min), supernatant byl odebran a enzym nechan 5 hod schnout na vzduchu.
Lipasa byla poté inkubovana 20 hod v uzaviené nadobé V pfitomnosti nasyceného
roztoku chloridu hote¢natého (aw~ 0,33) a pted stanovenim hydrolytické aktivity

se substratem 4-nitrofenylkaprinatem (metoda B na str. 46) byl enzym uchovan pii 4 °C.

Stejny postup byl pouzit pii referen¢ni inkubace bez piidavku rozpoustédla; enzym
byl po probéhnuti inkubaéni doby pouzit ke stanoveni hydrolytické aktivity.

3.4.4 Stanoveni koncentrace rozpustnych proteint

Do plastové kyvety (tloustka 10,0 mm) bylo pipetovano 1000 pL ¢inidla na stanoveni
proteinti [170] a 100 uL roztoku vzorku, ktery byl v pfipadé potieby pifedem fedén
vodou ¢i vhodnym pufrem.

Po péti minutach inkubace pfipravené smési byla pomoci spektrofotometru zmétena
jeji absorbance pii vinové délce 595 nm proti roztoku slepého vzorku, v némz byl

roztok vzorku nahrazen vodou ¢i pufrem.

Kalibrace stanoveni byla provedena pomoci proteinového standardu hovéziho
sérového albuminu, ato v koncentraénim rozsahu 35-280 pg.mL™ v roztoku vzorku.

Rovnice 5 pro vypocet koncentrace proteinti ve vzorku platna pro tento rozsah ma tvar,
,ug.mLfl: 692,76(1,0666—\5"1, 1260 — A) (5)

kde A ... absorbance pii vinové délce 595 nm, [A] = 0.
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3.5 Imobilizace lipas

3.5.1 Imobilizace lipasy do hydrofobnich sol-gelu

Pii ptipravé lipasy imobilizované v ormosilech se vychazelo z predchozich praci
[117,133]. Navazka 150 mg preparatu lipasy PfL byla suspendovana v 1,50 mL 50mM
fosfatového pufru o pH 7,0. Do dvou plastovych 5SmL zkumavek bylo pipetovano
700 uL suspenze lipasy, 250 puL 1%w roztoku polyvinylalkoholu a 125 uL 1M roztoku
fluoridu draselného. Celkové mnozstvi vody ve smési se pohybovalo kolem 1075 uL
(60 mmol) a bylo v molarnim poméru 8:1 vici pouzitym silanim.

Ke smési byly pfidany silany — 0,75 mmol alkyl/aryltrialkoxysilanu a 6,75 mmol
tetraethoxysilanu (tab. 2) — a nasledné 250 pL 2-propanolu. Polymera¢ni smés byla
piiblizné¢ 30 s prudce michana (2500 RPM) a poté umisténa k polymeraci na kyvavou
titepacku (20 RPM).

Tab. 2: Pridavek silant pfi imobilizaci lipasy.

nosi¢ silany
trimethoxy(propyl)silan  tetraethoxysilan
propyl-SG
140 uL 1505 uL
triethoxy(oktyl)silan  tetraethoxysilan
oktyl-SG y(oktyD Y
240 uL 1505 uL
fenyl(trimethoxy)silan  tetraethoxysilan
fenyl-SG
185 uL 1505 uL

Po prob&hnuti polymerace (cca 3 hod, projevilo se viditelnou zménou faze) byl gel
umistén na 18 hod do 4 °C. Dale byl pak gel ze zkumavky pteveden do kadinky (gely
ziskané ze stejnych prekurzori byly spojeny), kde byl manudln€¢ pomoci Spachtle
dispergovan v 10 mL 50mM fosfatového pufru o pH 7,0. Ze smési byl odebran vzorek,
u néhoz byl po centrifugaci (14000g, 2 min) stanoven v supernatantu obsah zbytkovych
proteint (odstavec na str. 48).

Gel byl kvantitativné pieveden pomoci fosfatového pufru na fritu s filtraCnim
papirem a za snizeného tlaku promyt postupné 100 mL vody, 50 mL acetonu a nakonec
50 mL petroletheru a poté byl ponechan doschnout. VéEtsi tlomky byly opatrné
rozetfeny v tfeci misce a nosi¢ ponechan rozprostien 6 dni v uzaviené nadobé
V piitomnosti nasyceného roztoku chloridu hote¢natého (ay ~ 0,33). Ptipraveny nosic¢

byl pted pouzitim uchovan pii 4 °C v plastové mikrozkumavce.
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Referen¢ni ormosily bez ptidaného enzymu byly piipraveny popsanym zptsobem;
suspenze lipasy zde byla nahrazena samotnym pufrem a bylo pouzito pétinové mnozstvi

vSech slozek.

Piipravené enzymy byly po pfidani malého mnozstvi ethanolu pozorovany
pomoci svételného mikroskopu (zvétseni 40x), pro srovnani byly také pozorovany

silikagel 60 a kiemelina.

3.5.2 Studium imobilizovanych lipas pomoci 1C spektroskopie

Ormosilové nosice s lipasou i referencni nosice bez enzymu a komer¢ni lipasa PfL byly
podrobeny technice infradervené spektroskopie zeslabeného uplného odrazu
s Fourierovou transformaci (ATR FTIR, attenuated total reflectance). Jako reference
byl vybran silikagel 60. Analyza byla provedena pani Mgr. Soniou Hermanovou, Ph.D.,
z Ustavu polymerti na VSCHT Praha.

Vzorky byly nejprve suSeny 3 dny pii teplot¢ 40°C a poté byly méfeny
v Centralnich laboratofich VSCHT Praha na IC spektrometru Nicolet 6700 (Thermo
Fisher Scientific, USA) vybaveném DTGS (deuterovany triglycin-sulfat) KBr
detektorem pfi rozliseni 4 cm™.

3.6 Biotransformacni reakce katalyzované pripravenymi lipasami

3.6.1 Analytické reakce

3.6.1.1 Acetylace DHPA ve smé&si acetonitril/dimethylformamid

Do 2mL sklenéné Sroubovaci lahvicky byl k 37 mg lipasy PfL@oktyl-SG ptidan
1,00mL  1ImM  roztoku  9-(2'3-dihydroxypropyl)adeninu 1  ve  sm¢ési
acetonitril/dimethylformamid v piislusném poméru a 9,3 uL vinylacetat. Reak¢éni smés
byla michana na valivé trepacce (20 RPM) a reakce (obr. 19 na str. 51) byla ukoncena
po 30 hod.

V urCenych casovych intervalech byl z reakéni smési odebran vzorek ke stanoveni
stupné konverze pomoci analytické TLC (str. 56; 5,6 cm, 20 uL, chloroform/methanol
4:1). Ziskana Casova zavislost stupné konverze na Case pak byla proloZena empirickou
funkci (% konverze) = At/(1 + Bt) + Ct, kde A, B, C jsou konstanty.
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3.6.1.2 Acetylace DHPA v riznych rozpoustédlech

K 5 mg lipasy PfL@oktyl-SG ve 3mL konické reakéni sklenéné Sroubovaci lahvicce byl
ptidan diol 1 (0,5mg, 2,4 umol) a 1,00 mL smési rozpoustédlo/vinylacetat 45:1
(21,5 uL, 0,24 mmol, 100 ekvivalent). Reakce probihala na magnetické michaéce
(250 RPM) po dobu 24 hod.

NH2
NH N
g 0 NH, DB
N™ > \> J]\ PL@SG N N/ N R
QN/ N + ZD07R gl BN O—(

OH - st P 0
\\<\ n ekvivalentd rozpoustedio Z~N
. N OH 0
2 4
3 ~OH k( p
0

Obr. 19: Enzymova acylace DHPA 1 pomoci vinylesteru.

Reakéni smés byla pipetovana do odpafovaci zkumavky a reakéni lahvicka jeste
promyta acetonem (3x 1mL). Spojena smés byla odpafena za snizeného tlaku
a k odparku bylo pfidano 1,20 mL methanolu. Suspenze byla prudce promichéana
(2000 RPM, 20 s) a byl z ni ihned odebran vzorek ke stanoveni stupné konverze pomoci
analytické TLC (str. 56; 5,6 cm, 10 pL, chloroform/methanol 4:1).

3.6.1.3 Studium vlivu mnozstvi vinylacetatu pii acetylaci DHPA

Do 2mL sklenéné Sroubovaci lahvicky bylo k5 mg lipasy PfL@oktyl-SG ptidano
1,50 mL 0,9mM roztoku DHPA 1 v acetonitrilu obsahujiciho vinylacetat v daném
molarnim poméru vaci alkoholu. Smés byla michana na valivé tfepacce (20 RPM)
po dobu 48 hod.

V Casovych intervalech byl zreakéni smési odebran vzorek ke stanoveni stupné

konverze pomoci analytické TLC (str. 56; 5,6 cm, 20 uL, chloroform/methanol 4:1).

3.6.1.4 Studium vlivu donoru acvlu pfi acetylaci DHPA

K2,5mg lipasy PIL@oktyl-SG ve 2mL sklenéné Sroubovaci lahvicce bylo ptidano
1,50 mL 0,5mM roztoku DHPA 1 s25mM donorem acetylu (50 ekvivalentl)
v acetonitrilu. Smés byla michana na valivé tfepacce (20 RPM).

Reakce byla ukonfena po 30hod a ve smési byl stanoven stupen konverze
pomoci analytické TLC (str. 56; 5,6 cm, 40 uL, chloroform/methanol 4:1).
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V piipad¢ donorti acetanhydridu a kyseliny octové byla provedena také inkubace

referen¢ni smési, v niz byl enzym nahrazen prostym nosi¢em oktyl-SG.

3.6.1.5 Studium vlivu délky fetézce vinylesteru pii esterifikaci DHPA

Do 2mL sklenéné Sroubovaci lahvicky bylo navazeno 2,5 mg lipasy PfL@oktyl-SG
aktéto piidano 1,50 mL 0,5mM roztoku DHPA 1 v acetonitrilu a 37,5 pmol
ptislusného vinylesteru (50 ekvivalentll). Reak¢éni smés byla michana na valivé tfepacce
(20 RPM).

Reakce byla ukoncena po 30 hod a ve smési byl stanoven stupein konverze pomoci
analytické TLC (str.56; 5,6cm, 40 ulL, chloroform/methanol 6:1). V piipadé
palmitoylace a stearoylace byla reak¢éni smés po aplikaci prvniho vzorku na TLC jesté
fedéna 1:1 dichlormethanem a poté z této provedena TLC (80 puL).

3.6.1.6 Studium vlivu nosice lipasy pii kaprinylaci DHPA

Do 2mL sklenéné Sroubovaci lahvi¢ky bylo ke 2,5 mg lipasy pfidano 1,50 mL roztoku
0,5mM diolu 1 (0,75 umol) a 25mM vinylkaprinatu (37,5 pmol, 50 ekvivalenti)
v acetonitrilu.

Reakce probihala 24 hod na valivé tiepacce (20 RPM). Stupen konverze pak byl
stanoven pomoci TLC (metoda na str. 56, 5,6 cm, 40 uL, chloroform/methanol 5:1).

3.6.2 Semipreparativni reakce, charakterizace produktu

Semipreparativni reakce byly provadény za ucelem piipravy sloucenin pro jejich
naslednou charakterizaci pomoci analytické TLC (str. 56), HPLC (na str. 58) nebo GC
(vizte str. 59), NMR spektroskopie (str. 60) nebo polarimetrie (na str. 61) arovnéz
k ovéteni katalytickych schopnosti studovanych enzymu pfi praci ve vét§im méfitku.
Vysledky strukturni charakterizace ptipravenych latek jsou podle zvyklosti uvedeny

V této ¢asti.

3.6.2.1 Acetylace 9-(2',3'-dihydroxypropyl)adeninu

Do 100mL Erlenmeyerovy banky byl k 9-(2',3'-dihydroxypropyl)adeninu 1 (25 mg,
120 umol) pfidan vinylacetat (2,20 mL, 24 mmol, 200 ekvivalentl), lipasa
PfL@oktyl-SG (20 mg) a toluen (20 mL).

Reakce probihala pti teplot¢ 60 °C na tiepacce (150 RPM) a byla monitorovana
pomoci TLC (str. 56, chloroform/methanol 4:1). Jakmile byl pomér mezi produkty
mono- 3a a diacetaitem 4a zhruba 1:1, byla reakéni smés filtrovana a reakéni banka

aenzym zadrzeny na filtru promyty 3x 5mL acetonu. Tékavy podil z filtratu byl
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odpafen za snizeného tlaku a odparek 37 mg byl podroben semipreparativni TLC

(metoda na str. 57, chloroform/methanol 4:1), ktera poskytla DHPA 3'-acetat 3a

(9,9 mg, 33 %) jako bily prasek a DHPA 2',3'-diacetat 4a (14 mg, 40 %) jako Zlutobily

préasek.

9-(2'-hydroxy-3'-acetyloxypropyl)adenin 3a

H,N

NN 0

» \1( .
0

OH
3a HPLC: tg = 9,3 min, >98 % (254 nm). *H NMR (401 MHz, DMSO-ds): 6 = 8,13 (s,
1H, CH-2), 8,05 (s, 1H, CH-8), 7,19 (s siroky, 1H, NH>), 5,52 (s iroky, OH-2'), 4,24
(ABg, 1H, 1H, 2J = 16,8 Hz, % = 7,3 Hz, CH,-1A"), 4,10-4,14 (m, 2H, CH,-1B'
a CH-2'), 3,94 (2x ABq, 2H, 2J = 11,4 Hz, *J = 4,4 a 5,4 Hz, CH,-3"), 2,00 (s, 3H, CHs)
ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-dg): § = 170,2 (CO), 155,9 (C-6), 152,3 (CH-2),
149,7 (C-4), 141,5 (CH-8), 118,6 (C-5), 66,5 (CH-2"), 65,6 (CH,-3'), 46,1 (CH,-1'), 20,7
(CHs) ppm.

9-(2',3'-diacetyloxypropyl)adenin 4a

NH,
ﬁ> s
\\QO

4a HPLC: tg = 11,1 min, >97 % (254 nm). *H NMR (401 MHz, DMSO-ds): 6 = 8,14 (s,
1H, CH-2), 8,10 (s, 1H, CH-8), 7,22 (s siroky, 1H, NH,), 5,33-5,39 (m, 1H, CH-2),
4,42 (2x ABq, 2H, 1H, 2 = 14,7 Hz, %) = 4,2 a 7,0 Hz, CH»-1), 4,26 (ABgq, 1H,
2J=12,1 Hz, 3J = 3,7 Hz, CH»-3A"), 4,06 (ABg, 1H, 20=121 Hz, %] = 6,1 Hz,
CH-3B"), 2,01 (s, 3H, CH3-32), 1,92 (s, 3H, CH3-22) ppm. *C NMR (101 MHz,
DMSO-dg): §=170,1 (CO-3'1), 169,5 (CO-2'1), 156,0 (C-6), 152,6 (CH-2), 149,8
(C-4), 141,1 (CH-8), 118,5 (C-5), 69,3 (CH-2"), 62,5 (CH2-3"), 43,0 (CH2-1'), 20,6
(CH3-2'2), 20,5 (CH3-3'2) ppm.

1 HPLC: tz = 3,2 min. 'H NMR (401 MHz, DMSO-dg): é = 8,13 (s, 1H, CH-2), 8,03 (s,
1H, CH-8), 7,17 (s siroky, 2H, NH,), 5,09 (d, 1H, *J = 5,4 Hz, OH-2"), 4,83 (t, 1H,
3)=5,7 Hz, OH-3), 4,29 (ABq, 1H, 2 = 14 Hz, *J = 3,6 Hz, CH,-1A"), 4,00 (ABgq, 1H,
2J = 14 Hz, *J = 8,1 Hz, CH,-1B"), 3,79-3,86 (m, 1H, CH-2), 3,36-3,42 (m, 1H,
CH-3A), 3,27-3,33 (m, 1H, CH-3B") ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-ds): § = 155,8
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(C-6), 152,1 (CH-2), 149,5 (C-4), 1415 (CH-8), 118,5 (C-5), 69,6 (CH-2", 63,4
(CH2-3"), 46,3 (CH,-1") ppm.

3.6.2.2 Acylace 2-fenylpropanolu

0]

Pf lipasa@sol-gel
HO © é\oJL i 0__0
isooktan/MTBE 1:1 \(
2 3 EkV. 35 oC 5 R

Obr. 20: Enzymova acylace 2-fenylpropanolu 2 pomoci vinylesteri.
Obecny postup (obr. 20):

Do 3mL konické reakéni sklenéné Sroubovaci lahvicky byl pfidan alkohol 2 (68 mg,
0,50 mmol),  vinylester (1,50 mmol,  3ekvivalenty) a 2,00mL  smési
isooktan/terc-butylmethylether 1:1.

Reakce byla zahajena ptidavkem lipasy (10 mg, enzym PfL@oktyl-SG) a probihala
nékolik dni pfi teploté 35 °C na magnetické michacce (250 RPM). Pribéh acylace byl
kvalitativné monitorovan pomoci analytické TLC (str.56, 5,6cm, 5L,
petrolether/dichlormethan 1:1). Stupeni konverze byl stanoven na konci reakéni doby
pomoci HPLC (metoda na str. 59), v piipadé benzoylace pomoci GC (str. 59).

Reakéni smés byla filtrovana pies papir, reakéni lahvicka a enzym zadrzeny na filtru
byly promyty dichlormethanem (3x 2 mL) a spojené filtraty byly Setrné odpafeny
za snizeného tlaku a uchovany pti —20 °C. Produkty reakci byly purifikovany pomoci
chromatografie na sloupci silikagelu (str. 57).

2-fenylpropylpropionat 5b

o Reakce 2 svinylpropionatem (167 uL, 1,5 mmol) po 50 hod
@ \g/\ poskytla 0,13 g odparku. Béhem nasledné sloupcové chromatografie
(10 g silikagelu, petrolether/dichlormethan 4:1) byl ziskan propionat 5b (59 mg, 62 %)

jako ¢ira kapalina ptfijemného zapachu.

5b HPLC: tg = 7,1 min, 97 % (258 nm). *H NMR (401 MHz, CDCls): 6 = 7,29-7,33 (m,
2H, CH-m), 7,21-7,24 (m, 3H, CH ar.), 4,17 (2x ABq, 2H, 2J=10,7 Hz, %1=6,9
a7,3 Hz, CH,-1), 3,10 (sextet, 1H, %J = 7,0 Hz, CH), 2,29 (q, 2H, %J = 7,6 Hz, CH,-2)),
1,30 (d, 3H, *J=7,0Hz, CHs-3), 1,09 (t, 3H, 3J=7,6 Hz, CHs-3") ppm. *C NMR
(101 MHz, CDCly): 6=174,4(CO), 143,2(C ar.), 1285 (CH-m), 127,3 (CH-o),
126,7 (CH-p), 69,2 (CH2-1), 39,0 (CH), 27,6 (CH2-2"), 18,0 (CH3-3), 9,1 (CH3-3") ppm.
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2-fenylpropylbenzoat 5k
Reakce slouceniny 2 svinylbenzoatem (210 uL, 1,5 mmol)

©)vo po 500 hod poskytla 0,26 g odparku. Béhem sloupcové

0 chromatografie (159  silikagelu, petrolether a  poté
petrolether/dichlormethan 5:1) byly izolovany benzoylester 5k (26 mg, 22 %) a vychozi
latka 2 (35 mg, 51 %) jako ciré kapaliny.

5k HPLC: tg = 10,7 min, >99 % (258 nm). *H NMR (401 MHz, CDCls): § = 7,97-8,00
(m, 2H, CH-0"), 7,52-7,55 (m, 1H, CH-p’), 7,39-7,43 (m, 2H, CH-m), 7,29-7,35 (m,
4H, CH ar), 7,22-7,25 (m, 1H, CH ar), 441 (2x ABqg, 2H, %1=10,7 Hz,
31=6,9a7,2 Hz, CH,), 3,25 (sextet, 1H, 3J =7,0 Hz, CH), 1,40 (d, 3H, %1=7,0 Hz,
CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, CDCls): 6 = 166,5 (CO), 143,2 (C ar.), 132,9 (CH-p),
130,3 (C' ar.), 129,5 (CH-0), 128,5 (CH-m), 128,3 (CH-m’), 127,3 (CH-0), 126,7
(CH-p), 69,9 (CH,), 39,1 (CH), 18,0 (CHs) ppm. [a] =-11,3° (0,26 g.(100 mL)™,
CHCly).

2 HPLC: tg = 2,8 min. *H NMR (401 MHz, CDCls): 6 = 7,32-7,36 (m, 2H, CH-m),
7,22-7,26 (m, 3H, CH ar.), 3,71 (d, 2H, 33 = 6,9 Hz, CH,), 2,96 (sextet, 1H, 31 = 6,9 Hz,
CH), 1,49 (s siroky, OH), 1,40 (d, 3H, *J = 7,0 Hz, CHs) ppm. *C NMR (101 MHz,
CDClg): § = 146,3 (CO), 128,7 (CH-m), 127,5(CH-0), 126,7 (CH-p), 68,7 (CH,),
42,5 (CH), 17,6 (CH3) ppm. [a] = +2,2 ° (0,80 g.(100 mL)™*, CHCl5).

3.7 Analyza sloZek reakénich smeési

K analyze produkti reakci a jejich izolaci byly pouzity metody kapalinové tenkovrstvé
a kolonové chromatografie a plynové chromatografie.

Stupeni konverze pfi reakcich byl vypocitan z chromatografickych dat podle vztahu
6,

(6)

T agp

kde C .. stupen konverze, [C] = 0; a(S) ... plocha (piku) nalezici substratu, [a] = variab.; Xagp ... soucet

ploch substratu a vSech produkti.
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3.7.1 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie byla pouzita dvéma zptisoby — jako analytickd metoda pfi
studiu slozek reak¢nich smési a také jako metoda izolacni. Separace byla provadéna
V normalnim moédu.

TLC desky ur¢ené pro kvantitativni analytickou nebo pro semipreparativni TLC
byly minimalné¢ 6 hod ptfed pouzitim vyvinuty v mobilni fazi s vyssi elu¢ni silou

(chloroform/methanol 1:1).

3.7.1.1 Analvticka tenkovrstva chromatografie

Analytickd TLC slouzila k identifikaci sloZzek reakénich smési a k monitorovani
prabéhu reakei.

Separace probihaly ve sklenéné TLC vané bez saturace. Latky byly detekovany
pod UV lampou pii vinové délce 254 nm.

Kvalitativni analyticka TLC

Pfi prvotnich pokusech snovym substritem/v novych podminkach byla pouzivana
kvalitativni TLC, pfi niz byl vzorek na start TLC desky nanasen ve formé tecky pomoci
sklenéné kapilary, a to vétSinou bez znalosti naneseného mnozstvi.

Rozméry TLC desky byly variabilni, stejné tak vzdalenost vzorkt od sebe apod.

Kvantitativni analyticka TLC

e

Obr. 21: Piiklad denzitogramu ziskaného po separaci slozek reakéni smési pomoci TLC. ®

1 DHPA 1. 2 DHPA 3'-kaprinat. Vlevo fotografie analyzované separa¢ni drahy na TLC desce.

Pti studiu kvantitativniho relativniho zastoupeni jednotlivych slozek reakcéni smési,
napf. v rdmci stanoveni stupné konverze, nebo béhem ur¢ovani ptibliznych retencnich

faktort produktt reakci bylo vyuzito separace na deskach o urcité separacni draze (cm)
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vymezené mezi startem (6 mm od spodniho okraje) a koncem (4 mm od horniho
okraje).

Na desku byly vzorky aplikovany stiikackou v presném mnozstvi (uL), a to
ve formé pfiblizné 6 mm dlouhého pasu, alesponn 5 mm od sebe a latky nasledné byly
eluovany mobilni fazi o pfesném slozeni. Po vyvinuti desky a jejim fadném usuSeni

byla tato fotografovana pro tcel denzitometrické analyzy (obr. 21 na str. 56).

V metodach jsou podminky kvantitativni TLC separace uvadény ve formatu:

(separacni draha, objem vzorku, mobilni faze).

Pro latku DHPA 1 a jeji estery bylo jako optimalni nanesené mnozstvi stanoveno

cca 20 nmol. U 2-fenylpropanolu 2 a jeho ester bylo pro podobnou odezvu nanaseno

v

avsak z téchto separaci nebyla nasledné provadéna denzitometrické analyza.

3.7.1.2 Semipreparativni tenkovrstvd chromatografie

Semipreparativni TLC byla vyuzita pii izolaci netékavych latek (estery DHPA 1)
v hmotnosti do 20 mg.

Separovana smés (max. 10 mg na desku) byla nejprve rozpusténa v minimalnim
mnozstvi rozpoustédla (methanol) a vznikly roztok byl nasat do aplikacni stiikacky
(100 puL). Na TLC desku (20x10) cm byl nasledné pomoci automatického davkovace
nanesen rychlosti 100 nL.s (suseni zabezpeGeno dusikem o tlaku 4 bar) vzorek
do podoby 18 cm dlouhého pasu 10 mm od spodniho okraje.

Separace probihala v 30 min pfedem saturované TLC van€ s dostatecnym
mnozstvim mobilni faze. Po vyvinuti byla deska vlozena pod UV lampu (vlnova délka
254 nm) a pasy, kde byl pozitivni vyskyt zadané latky, byly obkresleny tuzkou
anasledné opatrné rozstiihany na cca 5 mm dlouhé useky. Tyto poté byly vloZeny
do baiky a tfepany 3x 30 min s25mL silného elu¢niho rozpoustédla (kombinace
dichlormethan/methanol). Spojené extrakty byly suSeny pomoci bezvodého siranu

sodného a po filtraci bylo rozpoustédlo odpatreno za snizeného tlaku.

3.7.2 Sloupcova chromatografie na silikagelu

Chromatografie na sloupci silikagelu v normalnim médu byla pouzita pfi izolaci latek
ze smési V mnozstvi >20 mg.

Stacionarni faze silikagelu (cca 10-30nasobek hmotnosti separované smeési) byla
postupné sypana do sklenéné kolony (pramér 10 mm), jez byla naplnéna odvzdusnénym

ethylacetaitem nad cca Smm vrstvou kiemeliny. Po sedimentaci sloupce (>1 den) byla
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kolona ekvilibrovana minimaln¢ 50 mL mobilni faze pouzité pii nasledné separaci
latek.

Na kolonu byl nanesen vzorek rozpustény v minimalnim mnozstvi slabého eluentu
(napf. isooktanu) a po vsaknuti do silikagelu byla na kolonu opatrné¢ nanesena mobilni
faze. Eluce byla provedena izokraticky, piip. skokovym gradientem, rychlosti cca
1 mL.min™,

Pomoci automatického sbérace frakci byl eluat jiman po 2 mL do zkumavek.
Ptitomnost latek (a necistot) byla ve frakcich sledovana pomoci analytické TLC (vizte
str. 56), piipadn¢ pomoci HPLC. Frakce obsahujici danou latku v dostate¢ném mnozstvi
byly spojeny, suseny nad bezvodym siranem sodnym a po filtraci bylo rozpoustédlo

odpareno za snizeného tlaku.

3.8.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Analyza pomoci HPLC byla vyuzivana v ptipadé prvotni detekce nové vznikajicich
produkti pifi biotransformacnich reakcich a také pii pozdéj$im stanovovani stupné
konverze.

K analyze byl pouzit systém sestavajici se z kvartérniho Cerpadla (nizkotlaky
gradient), fidici jednotky, manualniho davkovace vzorka s 25uL smyckou, analytické
kolony a UV/VIS detektoru. Separace latek byla ve vSech piipadech provedena
na kolon¢ silikagelu (¢astice s pevnym jadrem) S vazanou fazi C18 v reverznim modu
pomoci dvouslozkové mobilni faze ultradistd voda/acetonitril.

Mobilni faze byla pted pouzitim odvzdusnéna pomoci vodni vyvévy a probublavéana
heliem (pretlak ~25-200 mbar).

3.7.3.1 HPLC separace DHPA a jeho esteru

Tato metoda byla pouZita pifi separaci a identifikaci esteri DHPA 1 po acylacnich
reakcich.
Z reakéni smési byly do HPLC systému aplikovany 1-2 pL. Analyza smési

probihala s gradientovou eluci

cilovy podil .
éas o gradient
acetonitrilu
min % %.min™*
0 5 0
20 90 4,25
30 90 0
32 5 42,5
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ekvilibrace >10 min

Cas analyzy: ~42 min
pii prutoku mobilni faze 1 mL.min? a detekei pii vinové délce 260 nm.

3.7.3.2 HPLC separace 2-fenylpropanolu a jeho estera

Metoda byla pouzita pfi stanoveni stupné konverze po ukonceni reakce.
Po sedimentaci enzymu (>10 min) bylo z reak¢éni smési odebrano 0,5-1 uL
a nastiiknuto do systému; analyza probihala S vyuzitim linearniho gradientového

elucniho programu

5 cilovy podil .
cas acetonitrilu gradient
min % %.min™
0 55 0
3 55 0
7,5 100 10
27,5 100 0
28,5 55 45

ekvilibrace >10 min

¢as analyzy: ~38 min

pii pritoku mobilni faze 1 mL.min™. Detekce byla uskute¢néna pii vinové délce
258 nm.

Stupeni konverze byl nasledné vypocitan podle vztahu 6 na str. 55 s vyuzitim hodnot
ploch pikti vychozi latky a produktu (v mV.s).

3.7.4 Chiralni kapilarni plynova chromatografie

Pro analyzu zastoupeni enantiomert latky Vv pribéhu enzymové reakce byl pouzit

plynovy chromatograf vybaveny chirdlni analytickou kolonou (polysiloxany

s permethylovanym B-cyklodextrinem) a plamenoioniza¢nim detektorem (FID).

3.7.4.1 GC separace 2-fenylpropanolu a jeho benzoatu

Automatickym davkovacem bylo do piedniho inletu (230 °C, tlak 0,688 bar, splitovaci
pomér 50:1, nosnym plynem vodik, celkovy pritok 82,5 mL.min™) davkovan 1 pL
vzorku reak¢ni smési fedéné v poméru 33:1 terc-butylmethyletherem.

Pro analyzu byl v kolonovém prostoru pouzit nasledujici teplotni program
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cilova

gradient rampa
teplota
°C.min®  °C min
0 80 0,5
0,90 115 0
20 200 12
— 80 ©

Cas analyzy: 55,64 min

s pritokem mobilni fize (vodik) 1,5 mL.min™ (~44 cm.s™). Analyty eluujici z kolony
byly detekovany spalenim v detektoru (220 °C, priitok vodiku 30 mL.min™, pritok
vzduchu 350 mL.min, pritok dusiku (make-up) 20 mL.min™).

Vyhodnoceni chromatogramu bylo provedeno na zékladé ploch pikt jednotlivych
latek (v pA.s). Kvypoctu stupné konverze (C), enantiomerniho piebytku (ee)
a enantioselektivity (E) byly pouzity rovnice 6 na str. 55 a 1 a 2 na str. 16, pficemz
celkovy enantiomerni pomér reakce je prumér ze tii analyz provedenych v priabéhu

reakéni doby.

3.7.5 Nuklearni magneticka rezonanc¢ni spektroskopie

Méieni na NMR spektrometru Bruker Avance 111 HD 400 MHz vybaveném kryosondou
Prodigy, automatickym méni¢em vzorktt SampleXpress a PC rozhranim Topspin 3.2
probihalo na oddéleni NMR a molekulové spektroskopie na UOCHB.

Vzorek v mnozstvi nékolika desitek umol byl nejprve rozpustén ve sklenéné
Sroubovaci lahviéce pomoci 0,50 mL deuterovaného rozpoustédla, abylo pfidano
minimalni mnozZstvi referencni latky tetramethylsilanu (<1 pL, v nékterych ptipadech
byly jako reference pouzity rezidualni protony v rozpoustédle). Roztok vzorku byl
promichan a pipetovan do NMR kyvety (180x4 mm) — jeji otvor byl nasledné pied

umisténim do ménice vzorka utésnén teflonovou paskou a opatien vickem.

NH,

6
1 5 N’

N7 ™~
EI Vs 22 L 2
AN Ojl]'/
2! 0 p o 0
3 Q m
3'1
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0 32...
Obr. 22: Oznaceni atomil uhliku u pouzitych latek pro potieby NMR.
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U vsech vzorkl byla méfena jednorozmérna spektra protonova (1H) a uhlikova (13C,
s 'H dekaplingem) a dale pak spektra dvourozméra homonuklearni *H COSY (korelace
protond, jez maji pfimou spinovou interakci) a heteronuklearni *H-C HSQC (korelace
protonii a uhlikd, které jsou k sob& pfimo vazany) a 'H-'*C HMBC (korelace protonii
a uhlikt, které déli 2-4 vazby). Dvourozmérna spektra byla pouzita jako podpirny
material pfi pfifazovani jednotlivych signali k atomtm v molekule. Pro identifikaci
uhlika bylo rovnéz méteno dekaplované spektrum B3C s testem vazanych protoni (APT)
— signal uhliku skupin CH a CH3 je pozitivni, signal pro kvartérni C a CH; negativni.

Pro kazdou izolovanou slou¢eninu byly vypsany hodnoty chemickych posuni (),
multiplicita signala (s ... singlet, d ... dublet, t ... triplet, q ... kvartet, m ... multiplet)
a pfipadné¢ hodnoty gemindlnich a vicinalnich J-vazeb. Obecné CcCislovani atomut

u slou¢enin DHPA 1 a 2-fenylpropanolu 2 je uvedeno na obrazku 22 na str. 60.

3.7.6 Polarimetrie

Mg¢teni optické otacivosti bylo po predani latky (cca 5-10 mg) provedeno pani Ing.
Lucii Holasovou z Analytické laboratofe na UOCHB.

Rozpoustédlem byl chloroform a méfeni probihalo v cele o objemu 1,5 mL a optické
draze 20 cm v polarimetru Autopol 1V (Rudolph Research Analytical, USA) pii vinové
délce 589 nm a teploté 20 °C.

3.8 Statisticka analyza, vyuziti vypocetnich technologii

3.8.1 Statistické vyhodnoceni dat

Pouzité statistické metody byly pievzaty z literatury [171,172] a vypocty provedeny
v programu MS Office Excel 2007 (Windows, USA).

Ze ziskanych soubord N hodnot (pro N > 3) byly nejprve podle Deanova-Dixonova
testu vylouéeny odlehlé¢ hodnoty. Pro soubory hodnot byla vypocitana stiedni hodnota
(pro N <4 aritmeticky pramér a pro N > 3 median) a nasledné¢ smérodatna odchylka.
Pokud byl experiment proveden vice nez jednou, je ve vysledcich uveden pocet hodnot
(N), ze kterych jsou udavana stfedni hodnota a smérodatné odchylky (chybové tsecky)
spocteny.

Pearsonovy korela¢ni koeficienty (r) jsou po provedeni Studentova t-testu opatieny
p-hodnotou pravdépodobnosti (p).
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3.8.2 Ostatni vypocetni technologie

Grafy byly tvofeny v MS Office Excel 2007.

Chromatogramy z vysokouc¢inné¢ kapalinové chromatografie byly zpracovany
v programu Clarity 5.0 (DataApex, CR), chromatogramy z plynové chromatografie pak
v programu ChemStation (Agilent Technologies, USA), a exportovany do MS Excel.

Denzitometrické zpracovani po chromatografii na tenké vrstvé bylo provedeno
po porizeni fotografie TLC desky v programu Corel Paint Shop Pro Photo X2 (Corel,
Kanada) — funkce korekce perspektivy a ofiznuti — a nasledn¢ v ImageJ 1.48 (National
Institute of Health, USA) — funkce slouzici k denzitometrické analyze
elektroforetickych gelti a manualni integraci plochy pod ktivkou.

Spektra z nuklearni magnetické rezonance byla ziskana v programu SpinWorks 4
(Kirk Marat). U signalu free-induction decay ze spektrometru byla provedena
Fourierova transformace a spektrum bylo manualné fazovano. Nasledné byly hodnoty
chemického posunu vztazeny k referenci (tetramethylsilan), byly oznaceny jednotlivé
signaly a tyto integrovany. Podobné se postupovalo i pfi generovani 2D NMR spekter.

Pro nelinearni regresni analyzu kinetickych kiivek byl pouzit program gnuplot 4.6
(Thomas Williams et al.).

Chemické vzorce byly kresleny vprogramu BKChem 0.13 (Beda Kosata)
a schémata v programech Inkscape 0.48 (Free Software Foundation, USA) nebo Corel
Paint Shop Pro Photo X2.
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4 Vysledky

4.1 Vysledky imobilizace a charakterizace enzymi

V nasledujici ¢asti jsou fazeny vysledky tykajici se ¢asteéné charakterizace komeréniho
enzymového preparatu lipasy z Pseudomonas fluorescens a dale imobilizace této do
hydrofobniho kiemicitého sol-gelu vcetné charakterizace ziskanych imobilizovanych
forem.

4.1.1 Charakterizace komer¢niho preparatu lipasy PfL

Preparat lipasy pod nazvem Lipase AK (Amano Enzyme, Japonsko) je podle dostupnych
informaci vyrabén submerzni kultivaci vybraného kmene bakterie Pseudomonas
fluorescens nasledovanou ultrafiltraci média, srazenim proteinti a suSenim/lyofilizaci
[173,174]. V prub&hu procesu jsou pridavana aditiva (jmenovité dextrin) a obsah vody

se muze pohybovat kolem 10 %.
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Obr. 23: Charakteristiky volné lipasy PfL (pfevzato z [173], upraveno).
A: pH optimum. B: Teplotni optimum.
C: pH stabilita lipasy. D: Teplotni stabilita.

Vyrobce deklaruje lipasovou aktivitu >20000 enzymovych jednotek na gram
preparatu [173], pficemz se jednd 0 hodnotu ziskanou mezinarodni standardizovanou
metodou pro stanoveni aktivit enzymi ve farmaceutickych smésich (titrimetrické
stanoveni kyselin uvolnénych z oleje); enzymova jednotka odpovida poctu pmol

mastnych kyselin uvolnénych z emulze olivového oleje za minutu pii pH 8 a teploté
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55 °C. Enzym ma podle vyrobce nejvyssi hydrolytickou aktivitu kolem pH 8 a teploty
60 °C a v pufru je stabilni po 60 min v sirokém rozmezi pH (5-10) a teplot (<80 °C)
(obr. 23 na str. 63).

25

/

y=00227x+ 0,0114
15 4 r=1

mg.mL1

—> ~2,3 % proteini

koncentrace protein( /

0 30 60 90
navazka prepardtu / mg

Obr. 24: Stanoveni obsahu rozpustnych proteint v komerénim preparatu lipasy z Pseudomonas
fluorescens.

Podminky (str. 44): Na zaklad¢ stanoveni proteint po rozpusténi preparatu v pufru.

Z vlastnich pozorovani je mozné uvést, Ze enzymovy preparat je ve forme prasku
bézové barvy a jeho Castice vykazuji mikrokrystalicky charakter. Je dobfe rozpustny
ve vod& (minimaln& do koncentrace 10 mg.mL™). V preparatu byly nejprve stanoveny
rozpustné proteiny v koncentraci pfiblizng 2,3 % (23 mg.g™, odstavec nastr. 44,
obr. 24).

Nasledovalo stanoveni hydrolytické lipasové aktivity kolorimetrickou metodou,
kterd vyuziva absorp¢nich vlastnosti 4-nitrofenolu jako produktu enzymové hydrolyzy
4-nitrofenylesteru (obr. 18 na str. 45). Jako zakladni substrat byl vybran
4-nitrofenyllaurat (C12) jakozto zastupce esterd se stfedn€ dlouhym acylovym
fetézcem. Zjisténa aktivita &ini 2900 pmol.min™.g™ (str. 44, obr. 25 nastr. 65), coZ
PO vztazeni na obsah proteini dava hodnotu specifické aktivity 130 pmol.min™*.mg™;
hodnota aktivity je tedy minimdln€¢ 7x niz$i, nez poskytuje vySe zminénd metoda

titrimetricka.

Proteiny obsazené v preparatu byly také podrobeny separaci pomoci elektroforézy
na polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsiranu sodného, aby se potvrdila
homogenita lipasy a vyloucila nutnost dal§iho purifika¢niho kroku. Pii elektroforéze
byly v koncentraéni fadé (2,5, 10 a 20 ug proteinli) separovany vzorky preparatu, které

proSly denaturaci zvySenou teplotou Vv redukujicim prostiedi, i vzorky nativni
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(bez denaturace) — toto bylo zejména dilezité pro detekci aktivity nativniho enzymu

na gelu.

/
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hydrolyticka aktivita
: ~2900 pmol.minl.g!
0 T T
0,0 2,0 4.0

navazka prepardtu / 10°% g
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Obr. 25: Stanoveni hydrolytické aktivity lipasy z Pseudomonas fluorescens v komerénim

preparatu.

Podminky (na str. 44): Vysledek stanoveni hydrolytické aktivity (4-nitrofenyllaurat) po rozpusténi
preparatu v pufru. N = 4.

Po elektroforéze bylo na gelu detekovano vétsi mnozstvi proteint (odstavec
nastr. 44, obr. 26A nastr. 66), pficemz prouzky odpovidajici lipase se nachazely
Vv oblasti relativnich molekulovych hmotnosti ~26000 pro nativni formu (drahy 1
a8-10) a pfiblizn¢ 35000 pro denaturovany enzym (drahy 4-6). V literatufe je
pro lipasu z Pseudomonas fluorescens uvadéna hodnota 33000 [23,175].

Detekce esterasové aktivity na gelu (zymograficka analyza, metoda na str. 43,
obr.26B na str. 66) byla provedena po odstranéni dodecylsiranu s vyuzitim
fluorigenniho substratu 4-methylumbelliferylbutyratu, jez je za pfitomnosti lipas/esteras
hydrolyzovan na UV zafenim excitovatelny 4-methylumbelliferon (obr. 17 na str. 44).
Pozitivni esterasova aktivita se objevila pouze u vzorki (drahy 1 a 8-10), jez neprosly
uplnou piredseparacni denaturaci a redukci. Jako optimalni koncentrace, pii niz jsou
nejvice zastoupené proteiny jeSt€¢ viditelné a oblast esterasové aktivity neni pftilis
Pon€kud vyssi citlivosti pro aktivitu bylo dosaZeno pfi rozpusténi roztoku enzymu

pouze v pufru a glycerolem (draha 1).
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redukujicf, neredukujici,

A nativni gsa s povafenim bez povareni B fluorescence methylumbelliferonu
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Obr. 26: Separace proteinii komeréniho preparatu lipasy pomoci elektroforézy a specificka
detekce enzymu.
A: Polyakrylamidovy gel po barveni pomoci modii Coomassie Brilliant R-250.

B: Tentyz gel béhem detekce esterasové aktivity (negativni obraz). °

% Zleva: 1 Roztok lipasy (5 pg)/50%v glycerol 1:1. 2 Roztok hovéziho sérového albuminu (BSA)
(5 pg)/redukujici vzorkovy pufr 1:1, denaturace varem. 3 Proteinovy standard. 4-6 Roztok lipasy (2,5~
20 pg)/redukujici vzorkovy pufr 1:1, denaturace varem. 7 Vizte 3. 8-10 Roztok lipasy (2,5- -

b

20 pg)/vzorkovy pufr 1:1. Hvézdicka oznaCuje polohu nativni lipasy PfL na gelu. ® Hydrolyza

fluorigenniho substratu 4-methylumbelliferylbutyratu.

4.1.2 Imobilizace lipasy do ormosili

Tab. 3: Vysledky imobilizace lipasy PfL do ormosild a hydrolyticka aktivita enzymd.

izolovana obsah proteini specificka
nosic hmotnost (i¢innost) hydrolyticka aktivita®
mg mg.g™ pmol.min®.g?  pwmol.min™.(mg prot.)*
propyl-SG 990 3,1 (95 %) 1,4£0,2 0,46 + 0,06
oktyl-SG 830 3,6 (94 %) 10 29+0,1
fenyl-SG 920 2,5 (71 %) 2,5+0,1 1,0
komerc¢ni preparat — 23 (—) 2900 + 200 130+ 10

Podminky (str. 46): Hydrolyza 4-nitrofenyllauratu v pufru byla katalyzovana imobilizovanou/volnou
lipasou PfL. ®Hodnoty vyjadfuji pocet upmol 4-nitrofenolu, jez bylo lipasou uvoln&no

ze 4-nitrofenyllauratu, vztazeny na hmotnost nosice a na mnozstvi proteinti v nosici. N = 4.

Pfi imobilizaci 140 mg lipasy PfL bylo vyuzito zakladniho zptsobu sol-gelové
polymerace (metoda na str. 49) s piidavkem polyvinylalkoholu (relativni molekulova
hmotnost ~72000) v poméru proteiny/polyvinylalkohol 1:1,6. Jako katalyzator

sol-gelového procesu byl pouzit fluorid draselny v poméru 1:60 viaci silanim
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a polymerace probihala za michani kvili udrzeni emulzniho sytému. Molarni pomeér
tetraalkoxysilanu vaci alkyl/aryltrialkoxysilanu byl 9:1; pokusy o zvySeni podilu
alkyl/aryltrialkoxysilanu ¢1 zvySeni mnoZstvi lipasy béhem polymerace nebyly
uspésné — polymerace pak, zvlasté v ptipadé fenyl- a oktyltrialkoxysilanu, neprobihala
do uplnosti.

Obr. 27: Mikrofotografie pfipraveného oktyl-sol-gelu ve srovnani s béZznymi adsorbenty
(zvétseni 40x).
A: Enzym PfL@oktyl-SG.
B: Silikagel 60 (primér ¢astic cca 0,05 mm).
C: Kiemelina Celite® 545.

Enzymy na sol-gelu byly po odpafeni rozpoustédla inkubovany v pfitomnosti
nasyceného roztoku chloridu hote¢natého, ¢imz ziskaly konstantni aktivitu vody ~0,33.
Pti pouziti 15 mmol siland v polymeracni smési byl primérna hmotnost izolovaného
imobilizovaného enzymu kolem 900 mg. Z vychoziho lyofilizovaného enzymu a silanti
se Vv prubéhu procesu ziskal ve vSech ptipadech bily praskovity material, ktery
vykazoval velmi nizkou hustotu (pfesné stanoveni nebylo provedeno), zvlasté v ptipadé
nosi¢e s oktylovymi skupinami. Mikrofotografie enzymu PfL@oktyl-SG ziskané
pod svételnym mikroskopem je uvedena na obrazku 27 nastr. 67. Je zde patrna velice
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jemna a rtiznoroda vnéjsi struktura castic, které maji vesmés podobny prumér jako
castice silikagelu 60 (desitky pm) a strukturou se podobaji spiSe Casticim kiemeliny
(tvofenad prevazné kiemicitymi schrankami rozsivek), jez byly vzaty jako reference.
Zbylé dva nosiCe spropylovym a fenylovym substituentem vykazovaly
pod mikroskopem podobné charakteristiky.

Souhrnné  vysledky zimobilizace lipasy PfL pomoci tfech riznych
alkyl/aryltrialkoxysilani v¢etné srovnani s volnou lipasou jsou uvedeny v tabulce 3
nastr. 66. Imobiliza¢ni uc€innost, tj. pomér imobilizovanych proteind ku proteinim
vzatym k imobilizaci, byl 71 % v piipadé propyl-SG a nad 90 % v piipadé nosic¢u
oktyl- a fenyl-SG . U pfipravenych enzymu byla dale stanovena hydrolyticka aktivita
(vizte str. 46), kterd byla nejvyssi v piipadé PfL@oktyl-SG — 10 pmol.min™.g™ —,
1,4 pmol.min™.g* vykazala lipasa na nosi¢i propyl-SG. Aktivity piepoctené
namnozstvi proteini pak vykazovaly podobny trend: nejvyssi aktivita
2,9 pmol.min™.(mg proteinii)® byla stanovena u PfL@oktyl-SG, o n&co nizsi
1,0 pmol.min*.(mg proteind)™ u PfL@fenyl-SG a nejnizsi aktivita
0,46 pmol.min™.(mg proteint)™* pak u PfL@propyl-SG.
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1Si-O-Si

N

vO-H,N-H
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65i-0-Si |
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C=0
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Obr. 28: Vysledky analyzy komeréniho preparatu lipasy PfL a silikagelu 60
pomoci infradervené spektroskopie.
A: IC spektrum &astic silikagelu 60.
B: Spektrum komeréniho preparatu PfL.

& Metoda je uvedena na str. 50.

Pii porovnani hydrolytickych aktivit imobilizati s hodnotami vychozi lipasy
z komerc¢niho preparatu je patrné, Ze aktivita imobilizovanych enzymi znatelné€ poklesla
zhruba 300-2000x vztaZzeno na hmotnost pevnych podili a cca 45-290x vztazeno

na mnoZzstvi proteint.
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Ptipravené ormosilové nosice byly analyzovany pomoci infracervené spektroskopie
(metoda na str. 50) za ucelem zjistit, zda se néjakym zptisobem odlisuji.

Na obrazku 28 na str. 68 jsou uvedena referen¢ni spektra: vlevo jsou data
pro silikagel 60 (tedy materialu strukturné¢ podobného ormosilim) a vpravo pak
spektrum ziskané analyzou praSku komer¢niho lyofilizatu lipasy PfL, ktery slouzil jako
vychozi zdroj enzymu pro imobilizace.

U silikagelu je patrny pas pfi 1056 cm™ typicky pro valenéni vibrace mistkovych
vazeb Si-O-Si a dale pasy voblasti 1000-500 cm™ odpovidajici deforma¢nim
a valen¢nim vibracim téze vazby. Dale se ve spektru objevuje signal pro adsorbovanou
vodu (1630 cm™) a iroky pas kolem 3400 cm™ piislusejici vazbam O—H & Si—OH.

Ve spektru enzymového preparatu je pritomno v oblasti 1900-1300 cm™ n&kolik
past typickych pro peptidovou vazbu, jmenovité se jedna o pasy amid I pfi 1633 cm™ a
amid 1l pii 1547 cm™, jez odpovidaji valenéni vibraci vazby C=0O a deformaéni vibraci
vazby N-H s prispévkem valenéni vibrace vazby C—N. Pasy v oblasti 1200-900 cm™
odpovidaji vazbé C-O-C. Déle se ve spektru objevuje §iroky pas kolem 3286 cm™
prekryvajici se s pasy odpovidajicimi alifatickym skupindam CH, a CHgs; tento pas je
typicky pro valen¢ni vibrace vazeb O—-H a N-H.

............. Silikagel e silikagel e silikagel
A -~ propyl-SG B -~ oktyl-SG C = fenyl-SG
—— PfL@propyl-SG |- . —— PfL@oktyl-SGH —— PfL@fenyl-SG-

absorbance

Caetiad

1800 1700 1600 1500 1400 1800 1700 1600 1500 1400 1800 1700 1600 1500 1400

kmitocet / cm! kmitocet / cm? kmitocet / em?
Obr. 29: Vysledky analyzy imobilizovanych enzymii pomoci infradervené spektroskopie.
A: Nosi¢ s propylovym zbytkem (propyl-SG, PfL@propyl-SG).
B: Oktylem modifikovany sol-gel (oktyl-SG, PfL@oktyl-SG).
C: Nosi¢ s fenylovym substituentem (fenyl-SG, PfL@fenyl-SG).

& Metoda na str. 50. Jako reference byl pouzit silikagel 60.
V ptfipadé¢ imobilizovanych enzyma (obr. 29 na str. 69) se projevuje pas
pii 1697 cm™ (PfL na propyl-SG a fenyl-SG) nebo 1692 cm™ (PfL@oktyl-SG)

pfislusejici peptidové vazbé potvrzujici piitomnost proteinu v nosi¢i, jelikoz se

u referen¢nich ormosilii bez enzymu nevyskytuje. Mirny posun kmito¢tu mtize byt napf.
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zpusobeny konformac¢ni zménou lipasy v prubéhu imobilizace. Ve spektru se
oproti silikagelu vyskytuji i dal$i pasy, jejich povaha vSak urCena nebyla; ziejmé

odpovidaji organickym skupindm ormosilu.

4.1.3 Charakterizace imobilizovanych enzymii

U pfipravenych enzymu stejné tak jako u volné lipasy PfL byly stanoveny hydrolytické
aktivity na esterech 4-nitrofenolu s rizné dlouhym fetézcem (metody na str. 46),
konkrétné se jednalo o butyrat (C4), kaprylat (C8), kaprinat (C10), jiz diive zminény
laurat (C12) a palmitat (C16). Kromé 4-nitrofenylbutyratu jsou vSechny ostatni pouzité
substraty malo rozpustné az nerozpustné ve vodé, a tudiz se behem hydrolytické reakce

nachazely ve formé emulze ¢i suspenze.

120
O butyrat
1 L O kaprylat
00 4 W kaprinat
e MW laurat
~ T M palmitat
(a4}
o
= 60 o
£
(8"}
= _
=2
= 30 A
g
0

PfL@propyl-SG PfL@oktyl-SG PfL@fenyl-SG volna PfL
imobilizovany enzym

Obr. 30: Hydrolytické aktivity imobilizované a volné lipasy PfL stanovené pro ruzné

4-nitrofenylestery. ®

Podminky (str. 46): Hydrolyza ptislusného 4-nitrofenylesteru byla katalyzovana v pufru
imobilizovanou/volnou lipasou PfL. # Hodnoty relativni hydrolytické aktivity jsou vztazeny k nejvyssi

hodnoté aktivity pro dany enzym v ramci vSech pouzitych 4-nitrofenylestert (= 100 %). N = 4.

Vysledky stanoveni aktivit jsou uvedeny na obrazku 30 na str. 70; nejvyssi hodnoté
aktivity pro dany enzym bylo pfifazeno 100 % a ostatni pak byly vztaZeny na tuto.
Z obrazku vyplyva, ze nejvice se volnému enzymu profilem aktivit podoba lipasa
PfL@oktyl-SG — oba vykazuji preferenci pro stfedné dlouhé acyly C8 a C10, pficemz
krat$i a del$i substraty jsou hydrolyzovany pomaleji. Pro enzym PfL@propyl-SG byl
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jako nejrychleji hydrolyzovany substrat zjistén nejkrat$i 4-nitrofenylbutyrat; u tohoto
enzymu je navic napadny strmy pokles aktivity srostouci délkou fetézce acylu.
V piipadé PfL@fenyl-SG byly podobné rychle hydrolyzovany 4-nitrofenylbutyrat
I -kaprylat a teprve poté nasledoval s delsimi acyly pokles aktivity.

Pro vSechny tii imobilizované enzymy plati, Ze hodnoty aktivit pii hydrolyze
4-nitrofenyllauratu a zvlasté pak 4-nitrofenylpalmitatu jsou znatelné nizsi nez je tomu

u volné lipasy.

Pfi dalSim studiu vlastnosti imobilizované lipasy byla pozornost zaméfena na jeji
stabilitu v zavislosti na pH (odstavce na str. 44 a 47). Jako modelovy systém byla
vybrana inkubace v tfislozkovém univerzalnim pufru v rozmezi pH 3-11 po dobu 5 hod
spojena s pfevodem enzymu do ptvodniho suchého stavu a naslednym stanovenim
hydrolytické aktivity. V piipadé volné lipasy tento pievod nebyl mozny, proto byla
aktivita stanovena jiz z inkubaéniho roztoku. U referen¢nich inkubaci 0 hod se sledoval

vliv suSiciho kroku, resp. slozek pufru, na hydrolytickou aktivitu enzymu.
Tab. 4: Stabilita imobilizované a volné lipasy po inkubaci v pufru o pH 7.

specificka hydrolyticka a
. podil
aktivita
nosi¢ .11
pmol.min™.g

0 hod 5 hod

propyl-SG | 0,81 +0,24 1,2+0,5 150
oktyl-SG | 3,0+0,7 2,4+0,9 81
fenyl-SG | 0,41+0,09 0,47+0,10 120

komerc¢ni preparat | 4590 £ 320 3490+270 76

%

Podminky (metoda na str. 44 a 47): Lipasa byla inkubovana v pufru o daném pH po dobu 0 a 5 hod; bylo
provedeno stanoveni hydrolytické aktivity (4-nitrofenyllaurat). * Hodnoty vyjadfuji podil hydrolytické
aktivity daného enzymu po 5hod inkubaci viéi referenéni hodnoté (inkubace 0 hod) pti pH 7 (= 100 %).
N=4

Vysledky v tabulce 4 na str. 71 ukazuji, ze v pifipadé enzymu PfL@propyl-SG
a PfL@fenyl-SG m¢la 5hod inkubace v pufru spiSe pozitivni vliv (hodnoty stouply
na 150 a 120 %), u lipasy PfL@oktyl-SG naopak doslo k mirnému poklesu na 81 %.
Hydrolyticka aktivita volné lipasy poklesla béhem pétihodinové inkubace v neutralnim
pufru 024 % na hodnotu 3490 pmol.min™.g™. Tato aktivita je vSak stile vyssi

nez aktivita preparatu stanovend ve fosfatovém pufru (ta ¢ini 2900 umol.min‘l.g’l).
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Na obrazku 31 je zachycen prub¢h stability imobilizované lipasy a volné lipasy PfL
pii inkubaci v pufrech o rizném pH. Hodnotdm hydrolytické aktivity ziskanym
po inkubaci enzym pii pH 7 (tab. 4 na str. 71) bylo ptidéleno 100 %, hodnoty ostatnich

inkubaci jsou potom vztazeny pravé na né.

300 - ~A-PfL@propyl-SG
< R -0 PfL@oktyl-5G
\:u\ -0~ PfLOfenyl-SG
= % volni PfL
2 200 -

100 ~

0 T T T T T T T T ;

pH inkubaéniho pufru

Obr. 31: Stabilita imobilizované a volné lipasy PfL po 5hod inkubaci v pufru o rtizném pH.*

Podminky (odstavce na str. 44 a 47): Vizte u tab. 4. ® Hodnoty relativni aktivity jsou uvedeny
procentualné vztazenim k aktivité daného enzymu po 5hod inkubaci pti pH 7 (= 100 %). N = 4.

Z obrazku je patrné, Ze lipasa PfL imobilizovana do sol-gelu pomoci tiech riznych
monomerlt. ma trochu pozménéné vlastnosti. Hydrolyticka aktivita enzymu
PfL@propyl-SG a volné lipasy nevykazaly zadné vyrazné maximum, u volné lipasy se
s rostoucim pH hodnoty pozvolna zvySovaly — nejnizsi aktivita 54 % byla po inkubaci
pii pH 3 a nejvyssi aktivita 150 % po inkubaci pii pH 11. U enzymu PfL@propyl-SG se
piipH 8 a 11, a to 71 % a 76 %, anejvyssi hodnota 120 % potom po inkubaci
piipH 3— tedy je tomu naopak nez uvolné lipasy. Enzymy PfL@oktyl-SG
a PfL@fenyl-SG naproti tomu projevily mnohem vys§i nartst aktivity po inkubaci
ptipH 5 a 6, konkrétné¢ 240 a 280 % pro PfL@oktyl-SG a 210 % pro enzym
PfL@fenyl-SG, a v zasadité oblasti m¢ly spiSe stagnujici trend. U obou zminénych
enzymu byla nejniz$i aktivita stanovena po inkubaci pfi pH 11, a to 57 % pro enzym
PfL@oktyl-SG a 100 % pro PfL@fenyl-SG.
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Pii porovnani dat ztabulky 4 nastr. 71 a grafu z obr. 31 na str. 72 je mozné
konstatovat, ze oproti referencni inkubaci 0 hod doslo v piipadé lipasy PfL@oktyl-SG
po inkubaci pfi pH 5 a 6 k aktivaci na pfiblizn¢ dvojnasobné hodnoty hydrolytické
aktivity; v zasadité oblasti pak byly aktivity niz§i nez u reference. Lipasa
PfL@fenyl-SG také zvysila aktivitu po inkubaci pfi pH 5 a 6 na hodnotu cca 2,5% vyssi
nez u reference, pricemz pribéh hydrolytické aktivity v zdsadité oblasti byl jen mirné
vy$8i, nez tomu bylo u referen¢ni inkubace. Pro lipasu PfL@propyl-SG nebyl
pozorovan zadny vyrazny trend. U volné PfL doslo v zasadité oblasti k mirné aktivaci —

ostatni hodnoty jsou nizsi nez u reference.

Tab. 5: Stabilita imobilizované a volné lipasy po inkubaci v isooktanu pfi teploté 25 °C.

specificka hydrolyticka a
o podil
aktivita
nosic Lmin ot
mol.min"".
n g9 %
0 hod 5 hod
propyl-SG | 1,1+0,1 1,7+0,4 160
oktyl-SG 11+3 15+3 140
fenyl-SG | 2,7+0,4 2,5+0,3 93
komer¢ni preparat | 3210 £ 190 3290 +240 100

Podminky (str. 45 a 47): Lipasa byla inkubovéana v isooktanu pii dané teploté po dobu 0 a 5 hod; pak
bylo provedeno stanoveni hydrolytické aktivity na substrat 4-nitrofenyllaurat. * Hodnoty odpovidaji
podilu hydrolytické aktivity daného enzymu po 5hod inkubaci vuéi referenéni hodnoté (0 hod)
pfi teploté 25 °C (= 100 %). N = 4.

Dale byla studovana stabilita lipas v zavislosti na teplot¢ (metody na str. 45 a 47).
Pro tento ucel byla vybrana inkubace enzymu pfi teplotach 25, 50, 75 a 100 °C 5 hod
Vv prosttedi isooktanu, opét s pfevedenim do suchého stavu (tentokrat proveditelné
I U volné lipasy PfL). Inkubaci v aprotickém isooktanu se pifi znaénych zménach teploty
eliminoval vliv zmény pH ve vodném inkubaénim médiu. U referenc¢nich inkubaci
0 hod se zkoumal vliv isooktanu a samotného susiciho kroku na hydrolytickou aktivitu
enzymu.

Vysledky uvedené v tabulce 5 na str. 73 ukazuji, ze oproti referenci se aktivity
v ptipad¢ lipas PfL@propyl-SG a PL@oktyl-SG mirn¢ zvysily po inkubaci pii teploté
25°C na hodnoty 160 a 140 %. Enzym PfL@fenyl-SG vykazal nepatrny pokles
hodnoty aktivity (93 %). Hydrolyticka aktivita volné lipasy se béhem 5hod inkubace

v isooktanu téméf nezménila; jeji hodnota je stejné jako v piipad¢ inkubace v pufru
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0 pH 7 o néco vyssi nez hodnota stanovena u vychoziho komeréniho preparatu (~3250

versus 2900 pmol.min.g™?).
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Obr. 32: Stabilita imobilizované a volné lipasy PfL po 5hod inkubaci v isooktanu

pii rtizné teploté. ®

Podminky (na str. 45 a 47): Vizte u tab. 5. ® Hodnoty relativni aktivity jsou vyjadfeny procentudlng
vztazenim k aktivité¢ daného enzymu po 5hod inkubaci pfi teploté 25 °C (= 100 %). N = 4.

Obrazek 32 ukazuje na pribéh stability studovanych enzymi béhem inkubace
v isooktanu pii rizné teploté. Hodnoty hydrolytické aktivity stanovené po inkubaci
enzymu V isooktanu pii teploté 25 °C (tab. 5 nastr. 73) byly definovany jako 100 %
a hodnoty ziskan¢ pii inkubacich za vysSich teplot jsou vztazeny na tyto.

Na obrazku je viditelny témét linearni pokles aktivit se zvySujici se teplotou
pro enzymy PfL@propyl-SG a PfL@fenyl-SG aZ na hodnoty 43 a 49 % oproti hodnoté
po inkubaci pfi teploté 25 °C. Naproti tomu volna lipasa PfL vykazala pozvolnéjsi
prubéh je patrny u lipasy PfL@oktyl-SG, u niz po poklesu aktivity po inkubaci
pii teplot¢ 50 °C na hodnotu 69 % nasledoval znovu jeji nardst az nahodnoty
kolem 85-100 % pfi teploté 75 a 100 °C.

Porovnanim hodnot z tabulky 5 na str. 73 a grafu z obr. 32 na str. 74 je mozné dojit
k zavéru, ze svyjimkou enzymu PfL@oktyl-SG pii teplotach 75 a 100 °C doslo
po 5hod inkubaci u vSech ostatnich enzymu se zvySujici se teplotou postupné k poklesu

aktivity na hodnoty niz8i nez u referencni inkubace 0 hod pfi teploté 25 °C.
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Obr. 33: Stabilita lipasy PfL@propyl-SG v riiznych rozpoustédlech. ?

Podminky (vizte str. 48): Lipasa PfL@propyl-SG byla inkubovana 20 hod Vv ptislusném rozpoustédle.
Poté byla stanovena hydrolytickd aktivita (4-nitrofenylkaprinat). ® Hodnoty relativni aktivity jsou
vztazeny k hodnoté pro referenéni enzym inkubovany bez piitomnosti rozpoustédla (=100 %).

Rozpoustédla jsou fazena podle hodnoty rozdélovaciho koeficientu logP. N = 3.

V posledni  ¢asti  charakterizace @ enzyml  byla  zkoumdna  stabilita
ve &trnacti rozpoustédlech, a to s enzymem PfL@propyl-SG (metoda na str. 48). Re¢ena
lipasa byla inkubovana za michani po dobu 20 hod v ptislusném rozpoustédle (poldarni
proticka: aceton, butanol, ethanol 98%v, methanol, 2-propanol, voda, poldrni aproticka:
acetonitril, dimethylformamid, ethylacetat, vinylacetat, diethylether, nepoldrni:
chloroform, petrolether, toluen), poté byla pfevedena do suchého stavu a nasledné
stanovena jeji hydrolytickd aktivita. Jako reference slouzil enzym inkubovany
bez rozpoustédla, jehoz aktivité bylo ptifazeno 100 %.

Vysledky shrnuté na obr. 33 na str. 75 ukazuji, ze ve vétSiné piipadi doslo
ke zvyseni hydrolytické aktivity enzymu oproti referenci, pouze ve 4 pripadech ze 14
doslo k jejimu snizeni. Rozpoustédly ptsobicimi snizeni aktivity po inkubaci v nich
byla voda, butanol, aceton a vinylacetat s pfislusnymi relativnimi hodnotami 49, 60, 88
a91 %. Vysoka aktivita odpovidajici 170 % byla zjiSténa u lipasy inkubované
v chloroformu, podobné tomu bylo také po inkubaci v toluenu, petroletheru
a ethylacetatu s hodnotami 150, 150 a 140 %. Inkubace v ethanolu 98%v pfilis
hydrolytickou aktivitu nepozménila (hodnota 100 %).
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Na zaklad¢ provedenych inkubacnich pokusu Ize fict, ze inkubace lipasy v polarnich
protickych rozpoustédlech ma slabé pozitivni nebo negativni efekt na jeji hydrolytickou
aktivitu. Naopak rozpoustédla polarni aprotickd a nepolarni s vyssi hodnotou

rozdélovaciho koeficientu (tab. 1 na str. 15) ptisobi na enzym spise aktiva¢ne.

Co se tyCe dlouhodobé stability imobilizovanych enzymii, v prabéhu 10 mési¢niho
skladovani pii 4 °C nebyl zjistén zadny signifikantni ubytek hydrolytické aktivity.

Stejné tak si svoji pocatecni aktivitu ponechala i lipasa v komer¢énim preparatu.

4.2 Vysledky biotransformacnich reakci

V nasledujici kapitole jsou uvedeny vysledky tykajici se charakterizace katalytickych
vlastnosti pripravenych imobilizovanych lipas v organickém prostiedi, které by mély
doplnit pfedchazejici vysledky ziskané pomoci studia hydrolytickych reakei v prostiedi
vodném. Esterifikacni experimenty byly soustfedény na dva modelové vlastnostmi
zna¢né odlisné alkoholové substraty: velmi polarni diol 9-(2',3'-dihydroxypropyl)adenin
1 (DHPA) a nepolarni jednosytny alkohol 2-fenylpropanol 2 (trivialn¢ zvany
hydratropylalkohol). Oba alkoholy ve své struktufe nesou jedno centrum chirality,
jednim z cili prace bylo tedy také pomoci lipasové katalyzy obohatit produkt 0 jeden
Z enantiomerd.

Jako enzym, se kterym byla provadéna vétSina pokust, byl vybran PfL@oktyl-SG

pro svou vys§i aktivitu v rdmci hydrolytickych reaket.

4.2.1 Acylace 9-(2',3'-dihydroxypropyl)adeninu

V jednom z prvnich pokust bylo provedeno kinetické méteni acetylace DHPA 1
pomoci enzymu PfL@oktyl-SG (metoda na str. 50); vysledky jsou uvedeny na obr. 34
na str. 77 v podob¢ zavislosti stupné konverze na ¢ase. Cilem pokusu bylo zjistit, jak
ovlivituje ptritomnost dimethylformamidu, ktery byl dosud pro tyto reakce hlavnim
pouzivanym rozpoustédlem, esterifikac¢ni aktivitu lipasy. Jako ,,inertni* rozpoustédlo
byl vybréan acetonitril, protoze je v ném vychozi latka 1 rozpustna, i kdyz na mnohem
davkovani na TLC. Pro ucely experimentu byl pouzit Cisty acetonitril a dvé smési
acetonitril/dimethylformamid 4:1 a 3:2; stupeni konverze byl sledovan pribézné pomoci
TLC az do 30 hod od zahajeni reakce.
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Obr. 34: Kineticky pribéh acetylace DHPA 1 ve smési acetonitrilu a dimethylformamidu.

Podminky (str. 50): Reakce DHPA 1 s vinylacetatem ve smési MeCN/DMF v piislusném poméru byla
katalyzovana lipasou PfL@oktyl-SG; stupen konverze byl stanoven v Casovych intervalech pomoci
TLC. ® Hodnoty stupné konverze vyjadfuji procento vychozi latky, jeZ bylo lipasou pfeménéno na jeji

3-acetat 3a. N = 2.

Jak je z grafického znazornéni patrné, se zvysujicim se podilem dimethylformamidu
v reakéni smési se pocateni rychlost reakce oproti Cistému acetonitrilu snizovala,
konkrétné klesla 0 36 % v piipadé poméru MeCN/DMF 4:1 a nasledné o dalsich 25 %
pfti dalsim zdvojnasobeni koncentrace dimethylformamidu na pomér 3:2. Po 30 hod se
stupen konverze reakce v acetonitrilu a ve smési acetonitril/dimethylformamid 4:1 blizil
96 %, zatimco reakce ve smési acetonitril/dimethylformamid 3:2 by ziejmé vyzadovala
delsi cas (stupen konverze 55 %). Na obr. 35 na str. 78 je pak potvrzeno, ze v Cistém
dimethylformamidu reakce za pouzitych podminek neprobiha.

Nasledné byl s diolem 1 proveden screening (popis na str. 51) za cilem zjistit, zda
existuji krom¢ acetonitrilu, ktery se v predchozim pfipad¢ ukézal byt mnohem
vhodné;jsi alternativou k dimethylformamidu, 1 jina rozpoustédla, v nichz reakce probiha

rychleji.
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Obr. 35: Acetylace DHPA 1 v riiznych organickych rozpoustédlech.

Podminky (na str. 51): Reakce diolu 1 s vinylacetatem v piislusném rozpoustédle byla katalyzovana
lipasou PfL@oktyl-SG; stupeti konverze byl stanovena po 24 hod pomoci TLC. * Hodnoty stupné
konverze vyjadiuji procento vychozi latky, jez bylo lipasou pfeménéno na 3'-acetat 3a a 2',3'-diacetat

4a. U rozpoustédel DMF a DMSO nebyly produkty pozorovany. N = 3.

Pro hodnoceni vlivu jednotlivych rozpoustédel byla znovu vybrana acetylaéni
reakce. Bylo vyzkouSeno celkem 18 rozpoustédel pokryvajicich svymi vlastnostmi
Siroké rozmezi funkénich skupin a hodnot relativnich permitivit, dipélovych momenti
a rozdélovacich koeficientu (tab. 1 na str. 15); jednalo se o tyto latky: aceton, acetonitril,
benzen, cyklohexan, dichlormethan, dimethylformamid, dimethylsulfoxid, dioxan,
ethylacetat, heptan, hexan, chloroform, isooktan, methylethylketon, pentan,
terc-butylmethyether, tetrachlormethan a toluen.

Vysledky hledani vhodnych rozpoustédel pro esterifikaci DHPA 1 jsou na obr. 35.
Graf obsahuje informaci o stupni konverze vychozi latky v zavislosti na pouzitém
rozpoustédle. Béhem reakci byl pozorovan jako hlavni produkt ptislusny 3'-acetat 3a,
pii vyssich stupnich konverze (>50 %) se ve vSech ptipadech objevil i 2',3'-diester 4a.

U velmi polarnich rozpoustédel dimethylformamidu a dimethylsulfoxidu nebyly
detekovany Zadné esterifikaéni produkty. Stupenn konverze byl také pomérné nizky

v piipadé¢ halogenovanych rozpoustédel chloroformu a dichlormethanu (2 a 11 %),
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Obr. 36: Stupent konverze DHPA 1 pii acetylaci v zavislosti na vlastnostech rozpoustédla. ®
A: Vynos stupné konverze proti dipélovému momentu (u) rozpoustédla.
B: Vynos stupné konverze proti relativni permitivité (&) rozpoustédla.

C: Vynos stupné konverze proti rozdélovacimu koeficientu (logP) rozpoustédia.

? Data rozpoustédel z tab. 1 na str. 15. Hodnoty stupn& konverze vyjadiuji procento vychozi latky, jez

bylo lipasou pfeménéno na 3'-acetat 3@ a 2',3"-diacetat 4a. N = 3.

naproti tomu u jim piibuzného tetrachlormethanu byl zaznamenan stupenn konverze
vibec nejvyssi — 77 %. Pii pouziti ketoni probéhla konverze téméi dvakrat rychleji
v acetonu (45 %) nez v ethylmethylketonu (24 %). Aceton byl také rozpoustédlem,
pii jehoz pouziti bylo ziskano nejvyssi mnozstvi jediného produktu, tj. 3'-acetatu DHPA
3a.
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Z aromatickych rozpoustédel se ukazal jako vhodnéjsi benzen, v némz byl dosazen
stupen konverze 76 %; u toluenu pak byla tato hodnota 58 %. Pro acetonitril a dioxan
bylo ziskano ptiblizné stejné mnozstvi produktu (35 %), dalsi etherové rozpoustédlo
terc-butylmethylether umoznilo konverzi az do stupné 62 %. V uhlovodicich (pentan,
hexan, cyklohexan, heptan) bylo pfevedeno na produkty shodné 55-60 % vychozi latky,
jen v pfipad¢ isooktanu byl stupen konverze o néco vyssi (67 %).

Pro ethylacetat, jenz je sdm potencidlnim donorem acylu pro esterifikaci, byla
béhem referencéni enzymové reakce provedené bez pfitomnosti vinylacetatu zjisténa

konverze na 3'-acetat 3a na urovni 6 %. S vinylacetatem tato hodnota stoupla na 24 %.

. 80 - . l L
o~
< | )
N
g 70 1 |
c
L i
>C
Q
S 60
8

50 T T T T

10 50 100 500 1000

vinylacetat / ekvivalent

Obr. 37: Vliv mnozstvi vinylacetatu na stupen konverze pii acetylaci diolu 1.#

Podminky (na str. 51): Reakce DHPA 1 svinylacetitem v rlizném poméru byla katalyzovana
v acetonitrilu lipasou PIL@oktyl-SG; stupeii konverze byl stanoven po 55 hod pomoci TLC. # Hodnoty

stupné konverze vyjadiuji procento vychozi latky, jez bylo lipasou pfeménéno na 3'-acetat 3a. N = 3.

Obecné lze fici, Ze nepolarni rozpoustédla podpofila acetylaci DHPA, ktera v nich
probihala v mens$i mife az do druhého stupné. V polarnéjSich rozpoustédlech byly
dosazené¢ hodnoty stupné konverze nizsi bez ptitomnosti diesterového produktu. Toto
pozorovani je podpofeno na obr. 36 na str. 79 vynosy stupné konverze v zavislosti
na fyzikalné-chemickych vlastnostech dané¢ho rozpoustédla, konkrétn€ byly studovany
veli¢iny dipoélovy moment, relativni permitivita a rozdélovaci koeficient oktanol/voda.
Pro dipdlovy moment a relativni permitivitu byl zjistén zaporny trend (r=-0,72
a—0,64), naopak hodnoty stupné¢ konverze byly ve vétSin¢ piipadii vyssi pii pouziti
rozpoustédel svys$i hodnotou rozdélovaciho koeficientu (r=0,67; ve vSech

ptedchozich ptipadech p < 0,005).
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Nasledné byl studovan vliv poméru vychozi latka/vinylester pii acetylaci DHPA 1
(metoda na str. 51); vysledky jsou uvedeny na obr. 37 na str. 80. Cilem bylo zjistit
optimalni mnozstvi vinylesteru pro danou acylaci tak, aby reakce probihala jesté
dostatecné rychle, ale zaroven se pfili§ nezvySovala spotfeba materialu ze strany donoru
acylu. Pro experiment byly vybrany hodnoty 10, 50, 100, 500 a 1000 molarnich
ekvivalentli vinylacetatu vii¢i vychozi latce. Reakce probihala v acetonitrilu za michéni
po dobu 55 hod a stupeni konverze byl stanoven pomoci TLC.

Graf ukazuje, ze stupen konverze se zvysil zhodnoty 69 % pii pouziti
10 ekvivalentl vinylacetatu na pfiblizn¢ konstantni uroven 80 % pro 50, 100
a 500 ekvivalenti vinylacetatu. Teprve pii pouziti 1000 ekvivalentl vinylesteru doslo

Kk poklesu stupné konverze na hodnotu 74 %.
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Obr. 38: Vliv donoru acylu na stupeti konverze pfi acetylaci DHPA 1.2

Podminky (vizte str. 51): Diol 1 reagoval s pfislusnym donorem acetylu v acetonitrilu za katalyzy
lipasou PfL@oktyl-SG. Stupeti konverze stanoven po 30 hod pomoci TLC. ® Hodnoty vyjadtuji procento
vychozi latky, jez bylo lipasou pfemeénéno na produkty. V ptipad€ vinylacetatu byl detekovd pouze
3-acetat 3a, v pripadé ethylacetatu a acetanhydridu byl detekovan i 2',3'-diacetat 4@ a u acetanhydridu
také mozny N-acetyl DHPA (latka odpovidajici polaritou pii TLC). * Acetyla¢ni produkty (19 %)

detekovany i v nepfitomnosti enzymu. N = 3.

V piedchozich ptipadech byl jako acyla¢ni ¢inidlo vzdy pouzit vinylacetat. Byly
vSak také provedeny pokusy o acylaci DHPA 1 méné¢ ¢i vice reaktivnimi acetylacnimi
¢inidly (metoda na str. 51). Pro tento pokus byly vybrany kyselina octova (karboxylova
kyselina), acetanhydrid (anhydrid), ethylacetat a vinylacetat (estery) v 50nasobném
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molarnim nadbytku oproti diolu 1. Acetylace byly provedeny acetonitrilu za michani
a po 30 hod byl v reakénich smésich stanoven stupen konverze pomoci TLC.

Vysledky jsou uvedeny v grafu na obr. 38 na str. 81 a zachycuji stupen konverze
vychozi latky v zavislosti na pouzitém acetylaénim cinidle. V ptipadé kyseliny octové
nebyl na TLC desce detekovan zadny produkt. V piipadé vinylacetatu Cinil stupen
konverze 51 % a ptedstavoval jeden produkt 3'-acetat 3a. Ethylacetat poskytl stupen
konverze pouze 10 % s malym mnozstvim 2',3'-diacetatu 4a; u acetanhydridu bylo
konvertovano celkem 50 % diolu za vzniku 3'-acetatu 3a S nepatrnym mnozstvim
2',3'-diacetatu 4a a stopami potencialniho N-acetyl derivatu (odpovidajici polarita latky
pii TLC). V pfipadé acetanhydridu byl acetyla¢ni produkt 3a rovnéz detekovan v ramci

referencni reakce bez enzymu, a to na urovni 19 %.
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Obr. 39: Vliv délky fetézce vinylesteru na stupefi konverze pfi acylaci DHPA 1.°

Podminky (str. 52): Reakce diolu DHPA 1 s pfislusnym vinylesterem v acetonitrilu byla katalyzovana
lipasou PfL@oktyl-SG; stupeii konverze byl ve smési stanoven po 30 hod pomoci TLC. # Hodnoty
stupné konverze vyjadiuji procento vychozi latky, jez bylo lipasou pfeménéno na piislusny 3'-ester.
N=3.

Dalsi experiment byl zaméfen na zji$téni, zda imobilizovana lipasa PfL ma podobné
jako v ptipad¢ hydrolytické reakce (obr. 30 na str. 70) pfi esterifikacni reakci rozdilnou
preferenci pro rizné dlouhé vinylestery. Jako substraty pro reakci v acetonitrilu byly
vybrany linearni estery vinylacetat (C2), -propionat, -butyrat, -kapronat, -kaprylat,
-kaprinat, -laurat, -myristat, -palmitat a -stearat (C18) ajediny aromaticky zastupce

vinylbenzoat (popis metody na str. 52).
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Vysledky tohoto Setfeni jsou znazornény na obr. 39 na str. 82. Hodnoty udavaji
stupenn konverze vychozi laitky DHPA 1 na pfislusny 3'-ester za dobu 30 hod.
V homologické fad¢ nevétvenych vinylesterii acetat az stearat je patrny mirny linearni
narust stupné konverze od hodnoty 51 % pro acetylaci k hodnoté¢ 62 % pro stearoylaci;
vyjimkou je reakce latky 1 s vinylkapronatem, ktera poskytla produkt na trovni 43 %
(mize byt zpisobeno chybou ve vypoftu béhem piipravy reakéni smési). Vibec
nejnizsi hodnota stupné konverze byla pozorovdna béhem benzoylacni reakce, stejné

jako tomu bylo v pripadé acylaci 2-fenylpropanolu 2 (vizte dale).
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Obr. 40: Piiklad separace slozek reakéni smési pomoci HPLC béhem acylace DHPA 1.2
A: Standard DHPA 1.
B: Odbér reakéni smési s vinylkaprinatem po 30 hod.

Podminky (str. 52 a 58): Vizte pod obr. 39 na str. 82. * 1 DHPA 1. 2 DHPA 3'-kaprinat.

V ramci tohoto pokusu bylo zjisténo, ze v ptipadé nékterych estert DHPA 1 nelze
V pouzitém rozpoustédle zaroven zajistit rozpustnost vychozi latky a produktii; sama
vychozi latka ma pfitom ve vétSin€ organickych rozpoustédel rozpustnost
zanedbatelnou. Produkty palmitoylace a steroylace DHPA 1 se v prubéhu reakce
vysrazely na hladiné acetonitrilu (pfi nizsi teploté by k tomuto nejspiSe doslo i1 v ptipadé
myristatu). Z toho divodu bylo nutné ptislusné reakéni smeési nejprve fedit vhodnym
rozpoustédlem, v tomto piipadé¢ dichlormethanem, aby bylo mozné s rozpusténym
produktem provést TLC analyzu. Tento jev ukazuje na zna¢nou rozdilnost polarity
vychoziho diolu 1 a nové vznikajiciho monoesteru, kterd by zfejmé byla zvyraznéna

ptitomnosti dal$iho acylu, pokud by reakce probihala az k diesteru.
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Reakéni smési z acyla¢niho experimentu s riznymi vinylestery byly podrobeny
analyze Scilem alesponi nepfimo potvrdit identitu vznikajicich estert DHPA 1
na zakladé jejich chromatografické podobnosti Se strukturné
charakterizovanym acetatem 3a. Na obr. 40 nastr. 83 jsou pro nazornost vyobrazeny
dva chromatogramy z gradientové metody HPLC (str. 58); v tom nalevo byl analyzovan
standard vychozi latky a napravo je pak uveden chromatogram reak¢ni smési obsahujici
vinylkaprinat jako donor acylu s viditelnym produktem DHPA 3'-kaprinatem.

Retencni Casy vznikajicich esteril ziskané prostiednictvim HPLC analyz (str. 58)
jsou uvedeny v tabulce 6. Se vzrustajici délkou fetézce acylu v souladu s piedpokladem
stoupa hydrofobicita latky a tim se méni jeji retenéni vlastnosti. Prodlouzeni reten¢niho
Casu je zvlasté patrné u estert latky 1 s dlouhymi mastnymi kyselinami, napt. kyselinou
palmitovou ¢i stearovou, — K jejich eluci z analytické kolony bylo nutno pouzit 90%
acetonitrilu; vychozi diol 1 naproti tomu eluuje s minimalni retenci uz v mobilni fazi
s cca 5 % acetonitrilu.

Tab. 6: Chromatografické vlastnosti DHPA 1 a jeho estert.

retencni retencni

latka as® latka as®

min min

DHPA 1 3,2 DHPA 3'-kaprinat 18,2

" 3'-acetat 3a 9,3 " 3'-laurat 20,5

" 2',3'-diacetat 4a 111 " 3'-myristat 22,9

" 3'-propionat 10,3 " 3'-palmitat 25,7

" 3'-butyrat 11,0 " 3'-stearat 28,9

" 3'-kapronat 13,1 " 3'-benzoat 12,6
" 3'-kaprylat 16,0

2 Metoda na str. 58. N > 1.

Dale je naobrazku 43A na str. 87 uveden vynos retencnich casii pfislusnych
pozorovanych monoestertt DHPA 1 proti poc¢tu uhlika v fetézci acylu, ktery nepfimo
dokazuje strukturni pfibuznost jednotlivych sloucenin. Jelikoz byl piti HPLC analyze
vyuZit linedrni gradient, md vyobrazena zavislost téméf linedrni pribé&h. V obrazku
nejsou uvazovana data pro 3'-benzoat ani 3'-diacetat 4a, jelikoZ se z chromatografického
hlediska jedné o pon¢kud odlisné latky (diester a aromaticky ester).

Jak bylo uvedeno v pfedchazejici ¢asti, dva produkty esterifikace
9-(2',3'-dihydroxypropyl)adeninu 1 byly strukturn¢ charakterizovany pomoci nuklearni
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magnetické rezonance — jednalo se o jeho 3'-acetat 3a a 2',3'-diacetat 4a. K tomuto
ucelu byla vyuzita semipreparativni reakce s mnozstvim 25 mg (0,12 mmol) vychozi
latky (popis na str. 52). Reakce byla probihala v toluenu pfiteploté 60 °C
a po nasledném provedeni semipreparativni TLC bylo izolovano 9,9 mg 3'-acetatu 3a
(vytézek 33 %) a 14 mg 2',3'-diacetatu 4a (vytézek 40 %); u obou produkti byla posléze
mé&fena NMR spektra (str. 60). Hodnoty chemickych posuni pro jednotlivé signaly v *H
a®C spektru vychozi latky a fecenych produkta jsou vypsany na str. 53.

Pro ilustraci jsou v Ptiloze na str. 108 uvedena vSechna NMR spektra ziskana
pro sloudeninu 3'-acetat 3a (*H, *C, 1*C APT, COSY, HMBC, HSQC).
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Obr. 41: Vliv zptisobu imobilizace lipasy na stupefi konverze pti kaprinylaci DHPA 1.2

Podminky (metoda na str. 52): DHPA 1 byl esterifikovan vinylkaprinatem v acetonitrilu pomoci
piislusné lipasy; stupeii konverze byl stanovena po 24 hod pomoci TLC. ® Hodnoty stupné konverze
vyjadiuji procento vychozi latky, jez bylo lipasou pfeménéno na produkt(y). * Jako druhy produkt
pozorovan i mozny 2',3'-dikaprinat (4 %). N = 3.

Jako posledni byly u slou¢eniny DHPA 1 v ramci acylace testovany tfi pfipravené
ormosilové biokatalyzatory = PfL@propyl-SG, PfL@oktyl-SG a PfL@fenyl-SG
ve srovnani s volnou lipasou ve formé komeréniho lyofilizatu (metoda str. 52). Enzymy
byly v reakci pouzity ve stejném hmotnostnim mnozstvi (2,5 mg). Cilem pokusu bylo
zjistit, jak se 1i8i katalyticka schopnost lipasy PfL imobilizované na riznych nosi¢ich
ajak se tyto odliSuji od volné lipasy. Jako donor acylu byl vybran stfedn¢ dlouhy
vinylkaprinat, reakce probihala v acetonitrilu za michani po dobu 24 hod. Stupen
konverze vychozi latky na produkt 3'-kaprinat byl ur¢en pomoci TLC. Vysledky jsou
uvedeny na obr. 41 na str. 85.
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Reakce prob¢hla ve vsech piipadech do stupné konverze >20 %, z tohoto diivodu
nelze pfilis porovnavat esterifikacni aktivity jednotlivych enzymi. Do reakce také
nebylo dano stejné mnozstvi celkovych proteini nebo enzymové aktivity. Nejvice
produktu bylo zjisténo v ptipadé volné lipasy — 96 % —, z ¢ehoz cca 4 % bylo tvoieno
predpokladanym 2',3'-esterem. U imobilizovanych enzymu se stupenn konverze snizoval
v poradi PfL@propyl-SG, PIL@oktyl-SG a PfL@fenyl-SG: 70, 60 a 50 %.

4.2.2 Acylace 2-fenylpropanolu
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Obr. 42: Chromatogramy z HPLC analyzy reaké&ni smési po acylaci 2-fenylpropanolu 2.2
A) Standard 2-fenylpropanolu 2.
B) Odbér z reakéni smési s vinylkaprylatem v ¢ase 24 hod.

Podminky (vizte str. 54 a 59): Vizte pod tab. 7. * 1 2-fenylpropanol 2. 2 komeréni nedistota.
3 2-fenylpropylkaprylat.

Latka 2-fenylpropanol 2 ma oproti DHPA 1 jednu zna¢nou vyhodu, a to Ze je plné
rozpustnad (resp. misitelnd, jedna se o kapalinu) ve vSech béznych organickych
rozpoustédlech. Pti reakcich je tedy mozné pouzivat fadové vyssi koncentrace této
vychozi latky a hlavni limitaci reakce se pak stava difuze.

Nevyhodou tohoto aromatického alkoholu byla jeho pomérné¢ nizka absorpce v UV
oblasti elektromagnetického zafeni (na spektrofotometru byl ziskany absorpcni
koeficient zhruba 100x niz$i nez u 9-(2',3'-dihydroxypropyl)adenin), coz znamenalo

dal§i divod pouzivat pii reakcich mnohem vys$si latkovda mnozstvi, nez tomu bylo
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v ptipadé DHPA 1. Pro moznost analyzy slozek reak¢nich smeési byla zvazovana
plynové chromatografie vynikajici vyssi citlivosti, nakonec vSak byla vyuzita HPLC.

Na obr. 42 na str. 86 jsou pro ilustraci uvedeny chromatogramy ze separace slozek
reakéni smési pii acylaci 2-fenylpropanolu 2 pomoci gradientové HPLC metody
(str. 59). Na prvnim chromatogramu byl analyzovan roztok vychozi latky, na druhém je
pak zdznam ziskany po prob¢hnuti kaprylaéni reakce — je zde viditelny produkt
2-fenylpropylkaprylat. V komeréni vychozi latce byla zjisténa necistota, UV zéfeni
absorbujici latka, kterd pti HPLC eluuje kratce za alkoholem 2. Tato latka ma ziejmé
mnohem vyS8i absorpéni koeficient ve srovnani s 2-fenylpropanolem 2, coz ma
za nasledek, ze pti UV detekci zaujima signal necistoty cca 17 % celkového signalu,
pfestoze ji v komer¢nim produktu miize byt maximalné¢ 2-3 % (vyrobce deklaruje
Cistotu >97 %). Povaha, resp. struktura, této necistoty zatim nebyla objasnéna; nebyl
vSak zjiStén Zadny vliv na studované acylacni reakce, takze purifikace komercni latky

nebyla nutna.
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Obr. 43: Separace homologické fady esterit DHPA 1 a 2-fenylpropanolu 2 pii HPLC.
A: Vynos reten¢niho ¢asu 3'-esteru DHPA 1 proti po¢tu uhlikt v acylu.
B: Vynos retenéniho ¢asu esteru 2-fenylpropanolu 2 proti po¢tu uhlikt v acylu.

Po prvotnim screeningu rozpoustédel (vysledky neuvedeny) se jako vhodna
rozpoustédla ukazaly vesmés stejné latky jako v ptipadé DHPA (obr. 35 na str. 78).
Pro dalsi pokusy byla vybrana smés isooktanu s terc-butylmethyletherem; isooktan m¢l
s bodem varu 99 °C zarudit nizsi odpar rozpoustédla béhem dlouhych reak¢énich Cast.

Byly provedeny acylace 2-fenylpropanolu 2 ve smési
isooktan/terc-butylmethylether 1:1 s vyuzitim 68 mg (0,5 mmol) vychozi latky (metoda
na str. 54). Reakce neprobihaly po stejnou dobu, byly piferuSeny po dosazeni
piijatelného stupné konverze (vétSinou >97 %). Vyjimkou byla benzoylace, kterd byla

ukoncena na stupni konverze 42 % po 21 dnech od pocatku reakce. U této byl také
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vyuzit jiny postup analyzy (GC, str. 59), jelikoz se vzhledem ke sterické narocnosti
fenylového kruhu ocekavala zvySena acylacni preference lipasy PfL vuci jednomu

Z enantiomeru.

Tab. 7: Vysledky esterifikace 2-fenylpropanolu 2 v semipreparativnim méfitku.

« stupei
produkt Cas reakee o verze?
hod %
acetat 265 97
propionat 5b 50 99
butyrat 170 99
kapronat 96 99
kaprylat 24 >99
kaprinat 24 >99
laurat 40 97
myristat 24 97
palmitat 24 98
stearat 24 97
benzoat 5k 500 42

Podminky (odstavec na str. 54): Lipasa, 2-fenylpropanol 2 a vinylester byly michany ve smési
isooktan/MTBE ngkolik desitek hodin aZ dnfi. * Stanoven pomoci HPLC a v ptipadé 5k pomoci chiralni

GC. Vyjadiuje mnozstvi vychozi latky, jez bylo enzymem pieménéno na jeji ester.

Vysledky ze semipreparativnich acylaci alkoholu 2 jsou uvedeny v tabulce 7.
Rychlosti dosazeni stupné konverze nad 97 % se pomérné lisily. Nejrychleji probihaly
acylace pfi pouziti vinylkaprylatu a -kaprinatu a delSich ester vinylmyristatu,
-palmitatu a -stearatu, vSechny zminéné trvaly shodné¢ méné neZ jeden den. Déle
probihala lauroylace, propionylace a kapronylace 2-fenylpropanolu 2, piiblizné 40, 50
a 96 hod. Za reakce trvajici vyrazné déle nez v predchozich piipadech je mozné oznacit
ty spouzitim vinylbutyratu (170 hod), vinylacetitu (265 hod) a vinylbenzoatu
(>>500 hod) jako donort acylu.

Dva produkty reakci, 2-fenylpropylpropionat Sb (59 mg, vytézek 62 %) a -benzoat
5k (26 mg, vytézek 22 %), byly izolovany prostiednictvim sloupcové chromatografie
(str. 57) a strukturné charakterizovany pomoci NMR (str. 60) a v piipad¢ benzoatu 5k
také pomoci polarimetrického meéteni (str. 61). Hodnoty chemickych posunt

pro jednotlivé signaly v *H a *3C spektru jsou vypsany na str. 54.
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Tab. 8: Vysledky z analyzy slozek reakéni smési po benzoylaci 2-fenylpropanolu 2.

enantiomerni  opticka
. ... .. DFrevladajici
latka prebytek otacivost .
enantiomer
%
2-fenylpropanol 2 23 +2,2 R
2-fenylpropylbenzoat 5k 31 -11,3 S

Podminky (na str. 54): Vizte legenda u tabulky 7. # Méfeno v chloroformu pfi vinové délce 589 nm.

Ptipadu benzoylace 2-fenylpropanolu 2 byla vénovana vétsi pozornost. V ¢asovych
intervalech bylo slozeni reakéni smési monitorovano pomoci plynové chromatografie.
Na obr. 44 na str. 90 jsou zobrazeny dva chromatogramy 2z chiralni
plynové-chromatografické analyzy enantiomerniho zastoupeni ve vychozi latce
v pribéhu benzoyla¢ni reakce. Na prvnim chromatogramu je uvedena separace
vychoziho alkoholu 2, ktery je ve formé¢ racematu ([a] = 0°). Piky obou jeho
enantiomerti maji téméf stejnou plochu, tedy v poméru 1:1. Na druhém chromatogramu
je pak zobrazena separace slozek reakéni smési po 21 dnech reakce, kdy je patrny
ubytek pozdéji eluujicitho enantiomeru na pomér 1:0,64, coz piihodnoté stupné
konverze 42 % odpovida enantiomernimu piebytku 23 % ve vychozi latce. Byly
provedeny také pokusy o separaci enantiomeri u produktu, avsak vSechny byly
neuspésné, resp. objevily se pouze naznaky ptitomnosti dvou koeluujicich pika, — latka
ma mnohem vys§i bod varu a UspéSna separace by vyzadovala nepomérné vice asu.
Z dat, ktera jsou graficky zpracovananaobr. 45 na str. 90, ziskanych b&hem
monitorovani benzoyla¢ni reakce byla spoctena hodnota enantioselektivit¢ 2,3
a pfedpokladany enantiomerni pfebytek v produktu ¢ini 31 %. V grafu je patrny nartst
enantiomerniho pifebytku u produktu i vychozi latky v souvislosti se zvySujicim
se stupném konverze; v piipadé enantiomerniho piebytku v produktu se hodnota

Vv pozdgjSich fazich reakce méni jen minimalné.
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Obr. 44: Ptiklad separace enantiomert pii sledovani prib&éhu enzymové benzoylace
2-fenylpropanolu 2 pomoci chiralni GC.?
A) Standard 2-fenylpropanolu 2.

B) Odbér z reakcni smési v ¢ase 21 dnti.

Podminky (na str. 54 a 59): Vizte pod tabulkou 7. # 1 2-fenylpropanol 2. 2 vinylbenzoat.
3 2-fenylpropylbenzoat 5k.
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Obr. 45: Prib&h benzoylace alkoholu 2 v semipreparativnim méfitku.

Podminky (str. 54): Vizte legenda u tabulky 7. ® Stupeni konverze vyjadiuje mnoZstvi vychozi latky,
které bylo enzymové pfevedeno na jeji benzoat 5k. Enantiomerni pfebytek u produktu je vypoéten

z hodnot ees a C. Enantiomerni pomér je primérem z hodnot ze 7., 14. a 21. dne reakce.
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Vysledky ziskané v ramci benzoyla¢ni reakce jsou shrnuty v tabulce 8 na str. 89.
Ptima strukturni identifikace enatiomeri ve smési pomoci NMR nebyla provedena,
protoze nebyly k dispozici enantiomerné Ccisté standardy latek, avSak na zdklad¢
nepiimého porovnani polarimetrickych dat vychozi latky a produktu s udaji
publikovanymi v literatui'e pro enantiomery 2-fenylpropanolu 2 a jeho acetatu [176,177]
bylo ur€eno, ze ve vychozi latce pievlada enantiomer R ([a] = +2,2 °) a Vv produktu
benzoatu 5k pak S ([a] =-11,3 °).

Podobn¢ jako v pfipadé¢ acylaci DHPA 1 byla i pro produkty odvozené
od 2-fenylpropanolu 2, které byly b&hem biotransformacnich reakci pozorovany,
provedena srovnavaci analyza pomoci HPLC (metoda na str. 59). Reten¢ni cCasy
pozorovanych esterti jsou shrnuty v tabulce 9. Estery alkoholu 2 vuéi vychozi latce
vykazuji podobné vlastnosti jako je tomu u DHPA 1 a jeho estert.

S rostouci délkou acylu estery zvySuji svoji retenci na HPLC koloné€. Na obrazku
43B na str. 87 vyobrazen vynos reten¢nich ¢ast piislusnych esterti 2-fenylpropanolu 2
proti poctu uhlikti v fetézci acylu. Danad zavislost ma prubéh mirné odlisny od toho
v piipad¢ esteri DHPA uvedeném na vedlejSim obrazku, jelikoz rychlejsi linearni
gradient byl v pouZitém elu¢nim programu obklopen dvéma izokratickymi fazemi
na zacatku a na konci, — to mélo za nasledek viditelné ,,zplosténi* kiivky u kratSich

a také u delSich esteru.

Tab. 9: Chromatografické charakteristiky 2-fenylpropanolu 2 a jeho estert.

reten¢ni retencni

latka as® latka as®

min min

2-fenylpropanol 2 2,8 2-fenylpropylkaprinat 14,7
2-fenylpropylacetat 51 " laurat 16,4
" propionat 5b 7,1 " myristat 17,5
" butyrat 9,6 " palmitat 19,4
" kapronat 12,3 " stearat 22,8
" kaprylat 13,5 " benzoat 5k 10,7

@ Metoda na str. 59. N > 1.
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5 Diskuze

5.1 Imobilizace a charakterizace enzymiu

Lipasa z Pseudomonas fluorescens byla pro studium vybrana z davodu vysokého
vytézku reakce, ktery vykazala béhem predchozi prace se slouceninou
9-(2',3-dihydroxypropyladeninem 1 (DHPA) pii jeji acylaci [77]; reakce
V semipreparativnim méfitku byly tehdy provadény v dimethylformamidu, ktery
jako rozpoustédlo pro acylaci DHPA neni vhodny (vizte dale, rovnéz obr. 35 na str. 78).
Byla vybrana lyofilizovana forma lipasy vyrabéna spole¢nosti Amano; enzymy od této
japonské firmy, véetné lipasy PfL, jsou v literatuie Siroce zastoupeny [napi. 72,
113,118,126].

Pii hledani mozného zpusobu imobilizace lipasy se ukazal sol-gelovy proces
jako nepiili§ probadana — mozno dokonce fict pozapomenuta — technika, jeZz by mohla
nakonec vést k zajimavym vysledkim, hlavné co se tyc¢e enantioselektivity studované
reakce, jiz se nepodafilo dosahnout v predchazejicich pokusech s Zadnym z pouzitych
enzymul. Jako hlavni vyhoda sol-gelového procesu se nabizela moznost podrobné
optimalizace imobilizacniho procesu, véetné studia moznych aditiv apod., aby byl
pokud mozno pIn¢ vyuzit katalyticky potencial lipasy PfL, — od této strategie se vSak
pozdéji upustilo a prednost byla déna studiu aplikaéni oblasti jiz imobilizovaného
enzymu.

Enzym byl tedy od pocatku imobilizovan Caste¢né optimalizovanym zplsobem
prejatym z literatury [117,133], tj. s vyuzitim fluoridového iontu jako katalyzatoru,
poméru voda/silany 8:1, s ptidavkem polyvinylalkoholu. Jako substituenty zvySujici
hydrofobicitu vznikajiciho nosi¢e byly vybrany propyl, oktyl a fenyl. Oktylovy
a fenylovy zbytek jsou obecné€ vyuZivany pii adsorpEnich imobilizacich lipas nebo napf.
pfi priprave stacionarnich fazi pro hydrofobné-interakéni chromatografii proteint.

Velkym rozdilem oproti vétSin€ publikovanych praci bylo pouziti tetracthoxysilanu
namisto hojn¢ uzivaného tetramethoxysilanu (vyjimkou napt. [113,126]) jako hlavniho
sol-gelového monomeru (pivodné neplanovano, jednalo se o dasledek chyby
Vv objednavce). Jak bylo feceno v tvodu prace, je tetramethoxysilan ne¢kolikanasobné
reaktivnéj$i nez jeho vys$si homology vcetné tetraethoxysilanu; to byl také mozna
divod, pro¢ jednotlivé polymerace trvaly mnohem del$i dobu a polymeracni smési
nebylo nutné chladit (nezahtivaly se jako pfi pouziti tetramethoxysilanu), jak je bézné
popisovano vV literatufe [113,117,118]. Polymerace také nejspiSe ztohoto divodu
neprobéhly uplné pii pouziti vétsiho poméru alkylsilan/alkoxysilan nez 1:9; tento jev je
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popsan i pro piipady velmi nizkych pomért alkylsilan/alkoxysilan u methoxysilanovych
prekurzori.

V ramci imobilizace bylo dosazeno pomémné dobré ucinnosti, tj. poméru
imobilizovanych proteinti ku proteiniim na pocatku vzatym k imobilizaci, na arovni
popisované v literatuie [66,110]. Co se tyCe aktivity pfipravenych enzymu, tyto byly
ve srovnani s volnym enzymem velmi nizké v fadu procent az desetin procenta (tabulka
3 na str. 66). Jak bylo uvedeno v uvodu prace, pii imobilizacich pomoci klecového
efektu neni mozné se Uplné vyhnout nepifiznivym vlivim jednotlivych slozek
imobilizacni smési na strukturu a aktivitu daného enzymu. Je tedy pravdépodobné, ze ac¢
bylo do ormosilového nosice imobilizovano pies 90 % proteint, vétsina Gplné pozbyla
své aktivity nebo sice zlstala aktivni, ale nachazela se v obtizné pfistupnych
mikroporech gelu. Relativni srovnani vlivu propylového, oktylového a fenylového
zbytku v ormosilu na aktivitu lipasy z Pseudomonas fluorescens je srovnatelny s tdaji
V literatuie [133].

Pii takovémto Srovnavani aktivity volného a imobilizovaného enzymu je nutné mit
stale na paméti, ze se jedna o molekuly enzymu ve, z hlediska reakce, velmi rozdilném
stavu. V pifipadé¢ imobilizované formy je enzym soucéasti pevné faze (heterogenni
katalyzator), vSechny reakce jsou tedy primarné limitované difuzi reaktantti k enzymu
a produktti od enzymu. Rozpustna forma lipasy se ve vodném prostiedi pohybuje volné
bez restrikci. Je tedy mozné predpokladat, Ze reakce lipasy v pevném stavu
se substratem, jenZ je rovné€Z prevazné v pevném stavu (napfi. 4-nitrofenyllaurat),
nebude probihat pfili§ rychle, alespoil ne tak rychle, jako kdyz se volna lipasa v roztoku
adsorbuje na Castici substratu a zahdji jeho nelimitovanou hydrolyzu. Toto tvrzeni
podporuji vysledky ze studia hydrolyzy riznych 4-nitrofenylesterti (obr. 30 na str. 70),
kdy byly delsi substraty hydrolyzovany imobilizovanymi lipasami méné ochotné.

Pti ptipravé prvnich imobilizatd bylo zjisténo, ze enzymy ve formé& hydrogelu, tj.
ve stavu po probéhnuti polymerace a pied odstranénim vody a dalSich slozek
polymeracni smési, vykazovaly vyssi hydrolytické aktivity (cca 5x) nez pfislusné
susené formy. Jelikoz by vSak voda ptitomna v gelu mohla interferovat s pouzitim
téchto enzymi pii syntetickych reakcich v organickém prostiedi, byl zvolen alespon
mirnéj$i postup suseni hydrogeltl pomoci substituce rozpoustédla. Vysledné materialy
by se tedy nejspiSe daly zaradit do skupiny ambigelti spojujici n€které vlastnosti

xerogelil a aerogelt.

Béhem mésicniho pobytu na Instituto de Catalisis y Petroleoquimica v Madridu
Vv laboratoii doc. Josého M. Palomo byly imobilizovany lipasa CaLB a PfL pomoci tii

imobilizacnich technik: chemického sitovani pomoci glutaraldehydu, adsorpce
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na kulicky z butyl-methakrylatové pryskyfice (Sepabeads FP-BU) a sol-gelového
procesu s oktyltriethoxysilanem. Pro zachovani jednotnosti, tj. zaméfeni prace na lipasu
PfL a sol-gelovy proces, zde nejsou tyto vysledky zahrnuty. Na zaklad¢ provedenych
kinetickych experimentid (substrait DHPA a vinylacetdt) je mozné konstatovat, ze
esterifikaéni  aktivita lipas imobilizovanych chemickym sifovanim vztaZena
na hmotnost celého nosice je vyssi nez u lipas ptipravenych adsorpcni imobilizaci a ta
je vyssi nez u lipas ptipravenych pomoci sol-gelového procesu. Dale bylo zjisténo, ze
u enzymu vzniklych imobilizaci stejnym zptisobem lipasa CalLB vykazuje obecné vyssi
aktivity nez lipasa PfL.

5.2 Biotransformac¢ni reakce katalyzované lipasami

V ramci feSené prace byly podrobeny zkoumani nejprve analogy nukleotidl, jez
obsahuji na alifatickém fetézci fosfonovou kyselinu, — jednd se o slouceninu
(S)-9-(2'-fosfonylmethoxy-3'-hydroxypropyl)diaminopurin [(S)-HPMPDAP] a cidofovir
(obr. 46). Obé slouceniny maji na zakladé zkuSenosti velmi nizkou aZz nulovou
rozpustnost v organickych rozpoustédlech typu aceton, acetonitril nebo toluen; o néco
lépe se piitom rozpousti diaminopurinovy derivat. Naproti tomuto jsou ob¢ latky stejné

jako DHPA 1 velmi dobfe rozpustné ve vode.

H,N

H2N N
(o] ~
\ N\_(—OH H,N N N\\(\OH

O o]
cidofovir 520 (S)-HPMPDAP ‘\P;O
HO \OH HO bH

Obr. 46: Substraty patiici do tiidy acyklickych analogt nukleosid.

(S)-HPMPDAP = (S)-9-(2'-fosfonylmethoxy-3'-hydroxypropyl)diaminopurin.

Byly provedeny pokusy o esterifikaci (acetylaci vinylacetatem) hydroxylové
skupiny na uhliku 3' propylu, a to v rozpoustédlech dimethylformamidu, ethylacetatu,
toluenu, ve smésich dimethylformamid/hexan 4:1, acetonitril/dimethylformamid 4:1
ataké v iontové kapalin¢ 1-butyl-3-methylimidazolium-methylsulfatu. Byly vyuzity
enzymy komer¢ni (lipasa B z Pseudozyma antarctica volnd a imobilizovana na
Immobead 150, lipasa Lipopan 50-BG z Thermomyces lanuginosus, lipasy Lipolase
100T a Lipozyme zRhizomucor miehei, lipasa z Pseudomonas fluorescens)
I imobilizované enzymy vlastni piipravy (lipasy PfL a CalLB v oktyl-sol-gelu
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a na butyl-methakrylatové pryskyfici). V zadném ze zminovanych piipadi se nepodaftilo
pomoci TLC (hydrofilné-interakéni mod separace) identifikovat produkt reakce,
tj. 3'-acetat cidofoviru ani (S)-HPMDAP, a to ani po nékolikadennim prubéhu reakci.
Prestoze je fecena hydroxyskupina primarni, a tedy by jeji esterifikace méla byt
lipasou preferovana, je mozné, ze fosfonova funkce Vv té€sné blizkosti je natolik
polarni/iontového charakteru, ze zamezuje vazbé substratu do aktivniho mista enzymu
anebo se naopak vaze velmi pevné a brani pribc¢hu reakce. Fosfonatova skupina je
strukturné zna¢né podobna intermediatu, jez vznika v prub&hu reakce lipasy s esterem
(obr. 47). V literatuie se vyskytuji piiklady organofosfatovych ¢i fosfonatovych esteri
jako velmi potentnich inhibitorti lipas aesteras pusobicich kovalentni modifikaci
nukleofilnich aminokyselin v aktivnim centru enzymu [134,178-180], nékteré z nich
jsou dokonce vyuzitelné pii kvantitativnim stanoveni lipas [181], — zda je tento
mechanizmus platny i pro volné fosfonové kyseliny, je mozné pouze spekulovat. Pfimy
inhibi¢ni vliv (S)-HPMPDAP acidofoviru nastudovany enzym z Pseudomonas
fluorescens pti koinkubaci se nepodatfilo prokazat v ptipadé hydrolytické reakce
na substratu 4-nitrofenyllauratu ani v ptipad¢ esterifika¢ni reakce pii acetylaci DHPA 1.

R

\ S)] (S
00 OQP,O
(l) R HO R
Ser

Obr. 47: Strukturni podobnost tetraedrického acyl-enzymového intermediatu (vlevo)

a fosfonatové funkce.

Také je tieba vzit v ivahu, Ze reakce byly zkouSeny pouze s enantiomerné Cistymi
latkami (oba derivaty mély konfiguraci S), a pro lipasovou reakci by mohl byt pouzity
enantiomer tim méné preferovanym.

Dal$im moZnym vysvétlenim pro netspéch esterifikace derivati fosfonovych
kyselin je jiz zminéna extrémné nizka rozpustnost téchto substrati v organickém
prostiedi, avSak toto je spiSe v rozporu s poznatky tykajicimi se piibuzné polarni
slouceniny DHPA 1. Ta je také nerozpustna v nepolarnich rozpoustédlech, ale i v téchto
reakce vedouci k jejim esteriim probihaji, dokonce s vySSimi stupni konverze nez
v rozpoustédlech polarnich (vizte obr. 35 na str. 78). Dale byla vétSina reakci S t€émito
fosfonovymi substraty zkousSena v dimethylformamidu, resp. ve smésich s nim, coz

nebylo vhodné feSeni (vizte nize).

Po pocateénim netGspéchu byla pozornost zaméiena na o néco jednodussi

acyklonukleosidovy analog 9-(2',3'-dihydroxypropyl)adenin 1, u kterého uz acyla¢ni
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reakce byly s uspéchem provedeny [77], za cilem podrobnéjsiho studia tohoto piipadu.
Sloucenina obsahuje tfi potencialni nukleofilni skupiny, na nichz mtize dojit k acylaci;
jedna se ovicindlni diolové uspofddani na postrannim alkylovém fetézci
a aminoskupinu vazanou na purinovém jadie. Béhem lipasou katalyzované reakce by
nemé¢lo dochazet k acylaci aminoskupiny na aromatickém systému, proto piipadaji
vuvahu celkem tfi mozné produkty enzymové reakce: primarni 3'-monoester,
sekundarni 2'-monoester a také 2',3'-diester.

V ramci reakci katalyzovanych lipasou z Pseudomonas fluorescens byl skutecné
pozorovan jako prvni produkt 3'-ester, coz odpovidd obecné preferenci lipas
pro primarni (tedy mén¢ stericky naro¢né) alkoholy/estery. Pti delsich reakénich casech
¢1 pii pouziti vétSiho mnozstvi acylacniho ¢inidla se objevoval i druhy produkt,
2',3'-diester. V n¢kolika piipadech pfi acetylacni reakci byla pii TLC analyze
pozorovana latka odpovidajici svou polaritou 2'-acetatu; tato vSak vznikala v tak malém
mnozstvi, ze nemohla byt strukturné potvrzena. Prvotni nejistota ohledné struktury
vznikajicich produkti byla hlavnim divodem, pro¢ byly dva z nich izolovany a jejich
struktura potvrzena pomoci NMR (str. 53), zvlast¢ dulezity K odliSeni
2'- a 3'-monoesteru zde byl experiment s korelacemi pies vice vazeb (HMBC).

Od plvodné¢ pouzivaného dimethylformamidu jako zékladniho rozpoustédla
pro provadéni esterifikaci DHPA 1 bylo ustoupeno poté, co bylo zjiSténo, Ze acetylacni
reakce v ném probiha do urcité miry i pii pouziti referencniho ormosilu bez ptitomnosti
enzymu (podminkou je vysoky nadbytek vinylesteru). Bylo testovano nékolik Sarzi
rozpoustédla liSicich se svym stafim a vyrobcem a produkt byl detekovan ve vSech,
dokonce i v rozpoustédle zakoupeném nedlouho pied experimentem, coz vylucuje vliv
potencialnich degradacnich produktii, jez mohou vznikat pii dlouhodobém skladovani
rozpoustédla. Dimethylformamid mé také velmi vysoky bod varu (tab. 1 na str. 15), coz
pfedstavuje nevyhodu béhem zpracovani reakéni smési, kdy je potieba rozpoustédlo
odparit; rovnéz je misitelny s vodou.

Béhem screeningu rozpoustédel pro esterifikaci DHPA 1 bylo zjisténo, ze velmi
polarni rozpoustédla dimethylformamid a dimethylsulfoxid maji na reakci negativni vliv
(obr. 35 na str. 78, obr. 34 na str. 77). Krom¢ téchto bylo zkouseno velké mnozstvi
nepolarnich rozpoustédel; dals$i velmi polarni rozpoustédla jsou casto alkoholy
(methanol, ethanol, ...), tyto vSak vzhledem k povaze reakce nemohly byt pouzity,
aproto jsou ziskané korelacni zavislosti (obrazek 36 na str. 79) zatizeny prevazné
vlivem nepolarnich rozpoustédel. V literatuie je napf. popsan negativni vliv
dimethylformamidu na enzymovou levulinylaci 2'-deoxynukleosidi [182] a také
na esterifikaci 2-hexanolu (katalyzovano PfL) [133].
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Pomérné prekvapujicim zjisténim bylo, Ze acylace DHPA 1 nejlépe probihaly
Vv rozpoustédlech (napf. toluen), v nichZ je rozpustnost této latky miziva az zadna.
Moznym vysvétlenim pro toto pozorovani by mohla byt adsorpce vychozi latky na silné
polarni silanolové skupiny ormosilu (nosi¢ obsahuje alkylové fetézce, ale zaroven se
stale jesté jedna o derivat silikagelu). Béhem analyzy reak¢nich smési pomoci TLC byly
vzorky eluovany pomérné silnou mobilni fazi chloroform/methanol 4:1, protoze napf.
pii pouziti mobilni faze tvofené petroletherem by vychozi latka méla maximalni retenci,
tj. ztistala by adsorbovana na misté aplikace vzorku. V literatufe je naptiklad popsan
pozitivni vliv silikagelu na esterifikaci glycerolu v nepolarnim rozpoustédle [183].
Pokud by se tento ,,adsorp¢né-reakéni* mechanizmus uplatiioval, adsorbovana molekula
DHPA 1 by se prostfednictvim sekvence desorpci a adsorpci mohla postupné dostat az
do vnitfnich ¢asti materidlu, kde se nachéazeji molekuly imobilizovaného enzymu. To,
ze v nepolarnich rozpoustédlech byly oproti tém polarn€jsim pozorovany i 2',3'-diestery
by mohlo byt podpoieno vySsi rozpustnosti monoesterti v organickém prostiedi.
V uvahu napft. prichazi vznik malého mnozstvi sekundarniho 2'-esteru DHPA 1 (at’ uz
enzymové nebo samovolng), ktery by byl ihned acylovan na poloze 3' za vzniku

pozorovaného 2',3'-diesteru.

Bylo zvazovano pouziti tzv. bezrozpoustédlovych (solvent-free) podminek, tj. Ze by
roli rozpoustédla nahradil substrat vinylester, alespon jeho niz$i derivaty (vinylpalmitat
a -stearat jsou totiz za béznych teplot v pevném skupenstvi). Po provedeni reakci
Sriznym mnozstvim vinylacetatu v acetonitrilu vSak vysledky naznaCovaly, Ze
se vzrustajici koncentraci vinylesteru se rychlost reakce snizuje (vizte obr. 37 na str. 80),
pravdépodobné v disledku negativniho vlivu vinylesteru na enzym, a proto nakonec

bezrozpoustédlové acylace provedeny nebyly.

V ramci testovani alternativnich donort acylu pro acetylaci DHPA 1 se nakonec
vinylester ukazal jako nejvyhodnéj$i varianta (obr. 38 na str. 81). Napf. pouziti
acetanhydridu, resp. obecné anhydridi, mé nevyhodu v podobé vedlejsiho produktu
reakce, kdy se uvolnuje druha polovina molekuly anhydridu ve formé karboxylové
kyseliny. Tato ¢ast je zejména u delSich acyld, tieba u palmitanhydridu, zodpovédna
za nizkou uhlikovou u¢innost (pomér uhliku zabudovaného v produktu vici uhliku
v reaktantech) takové reakce. V piipadé¢ anhydridi je také moznad acylace
aminoskupiny, coz mize byt nezadouci. Kyselé a zasadité latky jsou znamé tim, Ze se
mnohem silngji adsorbuji na polarni materialy typu silikagelu; to mize byt vysvétlenim,
pro¢ nebyl pii pouziti kyseliny octové pozorovan zadny acetylacni produkt; dal$im

moznym vysvétlenim je negativni vliv kyseliny na enzym. Ze dvou esterovych substratt
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zkousenych béhem tohoto pokusu se projevila vysoka reaktivita 0Xyvinylového
usporddani, po jehoz alkoholyze/hydrolyze vznikd snadno odpafitelny produkt
vinylalkohol/acetaldehyd se zanedbatelnou nukleofilitou. Ethanol, resp. ethoxid, je
naproti tomu jako odstupujici skupina zfejmé méné preferovany, z toho divodu bylo

pii pouziti ethylacetatu pozorovano minimalni mnozstvi produktu.

V prubéhu studia imobilizovanych lipas se objevila potieba znat kromé stanovené
hydrolytické aktivity také jejich (trans)esterifikacni aktivitu, ktera by Iépe odpovidala
aplikaci v organickém prostfedi. Pro tento ucel bylo provedeno testovani nékolika
potencialnich substrati (téi z nich jsou na obr. 48). Substraty byly vybrany tak, aby byly
co nejdostupnéjsi a nejjednodussi a obsahovaly chromofor pro detekci v UV oblasti.

Pro 4-nitrofenol se pifedpokladala opac¢na reakce k té pouzivané pii stanoveni
hydrolytické aktivity. Ukazalo se, ze fenolicky hydroxyl je pro lipasu PfL velmi
obtiznym substratem a acetyla¢ni i lauroyla¢ni reakce probihaly jen velmi pomalu.
DalSim potencialnim substratem byl sekundéarni alkohol fenipentol, ktery byl izolovan
ve velké &istoté z 1é¢ivého piipravku choleretika Febichol® (Noventis, CR). Jak bylo
nez alkoholy primdrni, ale napf. 1-fenylethanol je velmi casto pouzivan pii studiu
enantioselektivity lipas [66,70,126]. V piipadé fenipentolu vSak enzymova reakce
neprobihala, resp. probihala opét velmi pomalu (stopy produktu se objevily v fadu
nckolika dnil), coz mohlo byt zplisobeno mimo jiné i pomémé dlouhym butylovym
fetézcem v blizkosti hydroxylové skupiny, jez u zminéného substratu 1-fenylethanolu
chybi.

OH
OH
O,N 0
4-nitrofenol fenipentol ibuprofen

Obr. 48: Slouceniny testované jako substraty pro stanoveni esterifika¢ni aktivity lipasy.

Déle byly zkouSeny esterifikace kyselinového substratu ibuprofenu, ktery byl
izolovan z lécivého pripravku APO-IBUPROFEN® (Apotex, CR), pomoci rtznych
alkoholil (napf. methanol, butanol). Ani v tomto piipad€ lipasa kyZenou esterifikacni
reakci nekatalyzovala; nebyl detekovan viitbec Zadny produkt.

Posledni zkouSeny substrat 2-fenylpropanol 2 byl zkomerénich katalogi
dostupnych chemickych slou¢enin vybran tak, aby v sobé nenesl nevyhody ptedchozich

neuspéSnych substratl, tj. jednd se o primarni alkohol, jehoz hydroxyskupina je
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dostate¢né daleko od stericky naro¢ného fenylového jadra, a zaroven aby obsahoval
chiralni uhlik pro pfipadnou moznost preference lipasy vici jednomu s enantiomert.

Acylace tohoto alkoholu byly velmi Gspésné, enzymové reakce probihaly mnohem
rychleji nez analogické reakce se substritem DHPA 1, coz mize byt zplisobeno
dokonalou misitelnosti 2-fenylpropanolu s organickymi rozpoustédly a tedy moznosti
pracovat na koncentracich v fddu stovek milimold na litr. Nejvyssi reakéni rychlosti
byly dosazeny u del$ich vinylestert, coz je ve shod¢ se zjisténim pro acylaci DHPA 1
(na obr. 39 na str. 82), a reakce se vSemi dostupnymi vinylestery byly provedeny
V semipreparativnim mefitku. Dva produkty byly izolovany a charakterizovany pomoci
nuklearni magnetické rezonance (str. 54). Jednalo se o propionat 5b, ktery byl zamyslen
jako produkt pii stanoveni esterifika¢ni aktivity enzymi, a benzoat 5k, u n¢hoz jako
u jediného produktu byla pozorovana urcita enantiopreference.

Pro stanoveni esterifikacni aktivity pfipravenych enzymid na substratu
2-fenylpropanolu 2 byla vyvinuta izokraticka HPLC metoda (¢as analyzy cca 8 min),
avSak stanoveni nakonec z ¢asovych divodi nebyla provedena (budou dodateéné
provedena v ramci piipravy publikace).

V piipad¢é benzoylaéni reakce byla zjistén enantioselektivita 2,3, coz je z hlediska
enantioselektivni syntézy nepfili§ dobry vysledek; jako pfiijatelné lze oznacit hodnoty
enantioselektivity kolem 20 a vySe (napf. hodnota E 50 pii 50% stupni konverze
poskytne produkt tvofeny z 90 % jednim z enantiomeru) [184], zcela enantioselektivni
reakce pak dosahuji hodnot >200. I v literatufe jsou pro lipasu PfL udavany velice
rozdilné enantioselektivity v zavislosti na konkrétnich substratech a podminkach reakce
[126,133,177]. Duvod ,,aspéchu® u benzoylaéni reakce tkvi ziejmé ve velké sterické
naro¢nosti benzoylové skupiny, kterd v aktivnim misté lipasy vynutila pfitomnost
hlavné jednoho z enantiomerd alkoholu [45]. Podobny vysledek je ocekavan
i pfi benzoylaci DHPA 1, ktera v analytickém méfitku probihala rovnéz mnohem
pomaleji nez reakce linearnich vinylesterti. Tato vSak nejprve bude muset byt provedena
V semipreparativnim meéftitku, aby se podafilo izolovat produkt a stanovit jeho optickou

otac¢ivost.

Na zaklad¢ provedenych experimentii je mozné fici, Ze imobilizaci lipas pomoci
sol-gelového procesu se ziskaji modifikované biokatalyzatory schopné urychlovat reakce
za velmi mirnych podminek bez vedlejsich produktd. Aktivitu lipasy je mozné ovlivnit
na zaklade vybéru slozek polymeracni smési. V ramci studia této problematiky zlistava jeste

velké mnozstvi otazek, hlavné téch tykajicich se mechanistickych procesti, nezodpovézeno.
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6 Shrnuti

* V ramci predlozené prace byl zpracovan piehled literatury tykajici se vyuziti lipas

v biotechnologii a imobilizace enzymu.

* Bakterialni lipasa z Pseudomonas fluorescens byla imobilizovana prostifednictvim
sol-gelového procesu do tfech ridznych ormosili — S propylovym, oktylovym
a fenylovym substituentem. U imobilizovanych enzymd byly studovany jimi
katalyzované hydrolytické reakce, dale byla studovana jejich pH a teplotni stabilita
a stabilita v rozpoustédlech.

* Na modelovych slou¢eninach 9-(2',3'-dihydroxypropyl)adeninu a 2-fenylpropanolu
byla Gspésné ilustrovana moznost vyuziti imobilizovanych enzymi pii esterifikacich
alkoholti v organickém prostiedi. Byly optimalizovany podminky acylacnich reakci

a Ctyti produkty byly déle izolovany a strukturné charakterizovany pomoci NMR.

* Pokusy o enantioselektivni acylaci 9-(2',3'-dihydroxypropyl)adeninu nebyly aspésné,

Vv ptipadé 2-fenylpropanolu byla zjisténa pouze minimalni enantiopreference.

* Acyklické analogy cidofovir ani (S)-9-(2'-fosfonylmethoxy-3'-hydroxypro-

pyl)diaminopurin se nepodafilo enzymové esterifikovat.

* Pro ucely prace byly vyvinuty rutinni analytické metody (HPLC, GC, TLC) pouzitelné

pfi studiu enzymovych acylaci strukturné podobnych substrati.

Cast vysledki této diplomové prace byla prezentovana formou posteru na konferenci
BioTech 2014 and 6™ Czech-Swiss Symposium with Exhibition (11.—14. Cervna 2014,
Praha), vizte abstrakt ze sborniku na str. 114. Vysledky z diplomové prace budou
v dohledné dobé pouzity pii piipravé publikace pro ¢asopis vénovany feSené tématice,

napi. Enzyme and Microbial Technology.
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Esterification of 9-(2,3-
dihydroxypropyl)adenine

by sol-gel immobilized Pseu-
domonas fluorescens lipase

M. Tupec'?, M. Zareviicka'

U Institute of Organic Chemistry and Bi-
ochemistry AS CR, 166 10 Prague 0, Fle-
mingovo n. 2, Czech Republic 2 Depart-
ment of Biochemistry, Faculty of Science,
Charles University in Prague, 128 43 Pra-
gue 2, Hlavova 8, Czech Republic, e-mail:
michal.tupec @natur.cuni.cz

Different free lipases have been
used previously for the esterifi-
cation of antiviral compound 9-(2,3-
dihydroxypropyladenine (DHPA) in a
polar solvent [1]. Based on this work, the
lipase from Pseudomonas fluorescens was
chosen for its good catalytic properties
towards longer chain vinyl esters, and
it was immobilized by the sol-gel me-
thod using three types of hydrophobic
silane precursors: propyl-, octyl- and
phenyltrialkoxysilane.

The prepared immobilized biocatalysts
were characterized by means of their tran-
sesterification and hydrolytic activities to-
wards model substrates, 4-nitrophenol and
its esters. The sol-gel lipases were then
used for esterification of DHPA with vinyl
esters of various chain lengths (C2 to C16)
in a nonpolar solvent; the reactions procee-
ded with up to 90 % conversion of DHPA.
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Fatty acids play an important role du-
ring wine alcoholic fermentation; however,
they have not been studied with detail, spe-
cifically their behavior across the fermen-
tation. Previous studies revealed two kinds
of fatty acid during the progress the alco-
holic fermentation and with different roles.
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