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54) Zrnity biokatelyzdtor na bdzi imobilizovaného enzymu hydrolézy
( 7/ =(4-karboxybutanamido) cefalospordnovs kyseliny k enzymovs
vyrobd 7-aminocefalosporanové kyseliny e zpisob jeho p¥ipravy

Re¥eni se tykd zrnitého biokatalyzd-
toru na bidzi imobilizovandho enzymu hydro-
1ézy 7/ -(4-karboxybutanamido) cefalospo-
ranové kyseliny k enzymové vyrobs T-amino~
cefaloapordnové kyseliny podle &s. autor-
ského osvéddeni ¢, 231 656 a zpisob jeho
vyroby. Biokatalyzdtor ie pPipravitelny
ne bdzi zesitdné hydroldzy 7 4 -(4-karboxy-
butanamido) cefalospordnové kyseliny néds-
lednym zpracovénim vodnfm roztokem gluta-
raldehydu a/nebo polyethyleniminu nebo
bilkovin mikrobidlnfho, rostlinného nebo
#ivodisdndho pivodu a vodnym roztokem gluta-
raldehydu, separaci & mechanickou homogeni-
zaci vzniklého produktu a jeho p¥ipadnym
parcidlnim suSenim, pop¥ipadd ieho ndsled-
nym suspendovdnim v oshlazenfoh organickych
rozpoudtddlech neomezend misitelnfch s vodou
a/nebo jejich asmdsl s vodou, opétovnou se=-
paraci{ & pop¥ipadd daliim parcidlnim suSe~
nim a konednd jeho promytim vodou nebo puf=~
rem.
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.Vyndlez se tykd& zrnitého biokatalyzdtoru na bazi imobilizované-

ho enzymu hydrolazy 7{3~(4-karboxybutanamido) cefalospordnové kyse-
liny k enzymové vyrobé& 7-aminocefalosporédnové kyseliny a zplsobu
jeho p¥ipravy v zdvislosti na &s. autorském osvédleni &. 231 656.

7 (3~ {4-karboxibutanamiddcefalospordnovd kyselina (ddle jen
glutaryl~-7-ACK) je meziprodukt dvoustupnové p¥ipravy 7-aminocefalo-
spordnové kyseliny (ddle jen 7-ACK) z cefalosporinu C. 7-ACK slou-
z1i jako farméceuticky vyznamny meziprodukt pro vyrobu polosyntetic-
kych cefalosporind jako je cefalotin a cefazolin.

V patentové literatu¥e je popsdna ¥ada zplsobd imobilizace bu-
nék nebo enzymi pro primyslové biotransformace, vyuZivajici{ nejri-
znéjs8i nosife a zpusoby imobilizace. Existuji téZ zplisoby imobili-
zace, které nevyZaduji pouZiti nosicde vibec, jako jsou nap¥. uni-
verz4lni postupy vyuZivajici chemicky reaktivnich polymerd rozpust-
nych ve vodé pro imobilizaci rlznych pfokaryontnich a eukaryontnich
bunék s rtznou enzymovou aktivitou (&s. autorské osvéd&eni &.

231 458). Za pouziti chemicky reaktivnich polymerd ve vodé rozpust-
nych byl vypracovdn téZ jednoduchy a univerz4lni postup vyroby imo-
bilizovanych enzyml jako jsou nap¥. hydroldzy, izomerdzy, racemdzy,
ly4zy a oxydoreduktézy podle ¢s. autorského osvédleni &. 231 656.
Citovanym postupem lze pomoci reaktivnich rozpustnych polymert
(d4dle jen RRP), s vyhodou p¥ipravitelnych reakci komeréné dostup-
nych flokulant& obsahujicich frakci polyethyleniminu s bifunk&nim
sitovacim &inidlem,nap¥fklad glutaraldehydem a rozpustnymi prepa-
rdty enzymd rizné &istoty a kvality, p¥ipravit ve vodé€ nerozpustny
enzym, ve form& C&stic biokatalyzétoru s dobrymi sedimentaénimi
vlastnostmi, vysokou filtrabilitou a specifickou aktivitou poZado-
vaného enzymu.

' Pro enzymovou hydrolyzu glutaryl-7-ACK na 7-ACK je popséno
kromé& nativnich bunék s aktivitou hydrolazy 776—(4-karboxybutanami-
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do) cefalosporénové kyseliny (ddle jen hydroldzy glutaryl-7-ACK),
rovnéZ pouziti biokatalyzatord na bazi imobilizovanych bunék s tou-
to aktivitou, jako jsou bunky z rodu Comamonas €i Pseudomonas zabu-
dované v celuldzoacetdtovych kapsulich (Japonsky patentovy spis

&. 76 70 884), nebo bunky Pseudomonas sp. imobilizované pomoci
reaktivnich rozpustnych polymerd (&s. autorské osvéddéeni &. 251 111,
zdvislé na ¢s. autorském osvédéeni ¢. 231 458).

VyuZiti biokatalyzdtorl na b&zi imobilizovanych technickych
nebo do rdzného stupné ¢istoty izolovanych enzyml je pro p¥em&nu
glutaryl-7-ACK principidlné vyhodnéj&i, nebot bunky produk&nich
kmenl mohou obsahovat dals$i enzymové aktivity neZddouci z hlediska
p¥ipravy 7-ACK, nebot atakuji 7-acylcefemsloudeniny jinym a neZi-
doucim zpGsobem, jako jsou nap¥iklad esterédzy, katalyzujici tvorbu
deacetylovanych derivatd glutaryl-7-ACK a 7-ACK nebo 3-laktamézy.

V patentové literatu¥e je popsdno nékolik zplsobl vyuziti
hydroldzy glutaryl-7-ACK izolované z kmene rodu Comamonas sp.

a Pseudomonas, zejména Pseudomonas ovalis, imobilizované pomoci
glutaraldehydu na rGzné noside jako bazicky iontoménid Amberlit
Ira~940, nebo kopolymer akrylonitrilu a methakryldtu (Japonské pa-
tentové spisy ¢&. 78 59 095, ¢. 81 85 298 a ¢&. 78 139 791). VSechny
tyto zplsoby vyZaduji vSak imobilizaci na &&stice ve vodé nerozpust-
nych nosi¢l nebo zplsoby imobilizace do sité& vznikajiciho polymeru,
p¥icemz je zndmo, Ze ndklady na vyrobu imobilizovanych preparatu
enzymd jsou vyrazné ovlivnény cenou a dostupnosti pouZzitych nosidd.
Dalsi nevyhodou téchto postupl je, Ze dosahované specifické akti-
vity ziskanych imobilizovanych materidld na bdzi tohoto imobilizo-
vaného enzymu jsou velmi nizké a nedovoluji redlny p¥edpoklad pri-
myslové realizace.

Postup podle p¥edmétného vyndlezu odstranuje zminé&né nevyhody,
nebot nevyZaduje Z4adnych organickych, anorganickych &i p¥irodnich
ve vodé nerozpustnych nosidd.

Siténi enzymovych molekul hydroldzy glutaryl-7-ACK do formy
vzdjemné kovalentné prokfiZené sité& pomoci bé&Znych sitovacich &i-
nidel (glutaraldehyd, toluendiizokyandt apod.) neni moZné, nebot
tento enzym je vysoce citlivy k pomérné agresivnim G&inkim té&chto
¢inidel a dochdzi i p¥i pouZiti jejich velmi nizkych koncentraci
k nevratné inaktivaci tohoto enzymu. Proto, aby nedo$lo k inaktiva-
ci tohoto enzymu v pribéhu imobilizace, je nutné pracovat s reaktiv-
nimi, ve vodé rozpustnymi polymery, které vznikly nap¥iklad reakci
kationaktivnich flokulantl, obsahujicich frakci polyethyleniminu

s glutaraldehydem oddélené, nadeZ vzniklé CAstice lze poté dositit
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a zpevnit pulznim p¥idédnim nizkych koncentraci volného glutaralde-
hydu, nebo pf¥idat ve vod& rozpustnou latku, kterd vstupuje do reak-
ce s glutaraldehydem, nap¥. polyethylenimin nebo roztok bilkovin

a vzniklou sm&s voluminéznich ¢&stic spolu s koreagujicimi rozpu§-
ténymi latkami kovalentné zesitit. P¥i tomto p¥edm&tném postupu

je pokles aktivity hydroldzy glutaryl-7-ACK podstatn& niZ&i, &4sti-
ce jsou pevnéjs8i a vykazuji vysokou stabilitu enzymové aktivity.

Predmétem vyndlezu tedy je zrnity biokatalyzdtor na bdzi imo-
bilizovného enzymu hydrolazy 7 /3-(4-karboxybutanamido) cefalospord-
nové kyseliny k enzymové vyrobé 7-amicefalospordnové kyseliny podle
¢s. autorského osvédCeni 231 656 pripravitelny z &&stic biokataly-
z4dtoru na bdzi zesiténé hydrolézy 7!3-(4—karboxybutanamido) cefa-
losporanové kyseliny ndslednym zpracovdnim vodnym roztokem glutar-
aldehydu a/nebo polyethyleniminu nebo bilkoﬁin mikrobidlniho,
rostlinného nebo Zivoc¢iSného plvodu a vodnym roztokem glutaraldehy-
du, separaci a mechanickou homogenizaci vzniklého produktu a jeho
parcidlnim suSenim, pop¥. jeho ndslednym suspendovdnim v ochlaze-
nych organickych rozpous$tédlech neomezené misitelnych s vodou a/ne-
bo jejich smésmi s vodou, opétovnou separaci a parcidlnim suSenim
a kone¢né jeho promytim vodou nebo pufrem.

Podle vyndlezu se tento biokatalyzdtor vyrdbi tak, Ze se do
nep¥etrzité michané reakdni smési &astic po Upravé pH v rozmezi
hodnot 6,0 aZ 8,5, s vyhodou 7,5, p¥idd vodny roztok glutaraldehy-
du v rozmezi jeho koncentraci 0,01 aZ 1,0 % objem/objem, nebo vodny
roztok polyethhyleniminu nebo vodny roztok bilkovin a nédsledné vod-
ny roztok glutaraldehydu, znovu se upravi pH reakéni sm&€si v roz-
mezi uvedenych hodnot a reakéni smés se nepfetrZité michd po do-
bu 10 minut aZ 5 hodin, nebo se ponechd v klidu, pop¥ipadé se po-
nechd zmrznout, naceZ se Cadstice separuji, mechanicky homogenizuji
a parcidlné susi, nebo se za michdni oSet¥i ochlazenym acetonem
nebo ethanolem a/nebo jejich smésmi s vodou, znovu separuji a par-
cidln& susi po dobu 1 a% 24 hodin p¥i teplot& 10 a% 40 °C, poté se
bioktalyzdtor suspenduje ve vodé nebo v pufru, nékolikrédt dekantu-
je a promyje, ponechd nabobtnat a separuje.

Castice biokatalyzdtoru ziskané podle p¥edmétného postupu
maji vysokou sedimentacni rychlost, dobrou filtrovatelnost a vyso-
kou aktivitu hydroldzy glutaryl-7-ACK. Tyto vlastnosti a zv14sté
skutednost dplné absence neZddoucich enzymovych aktivit, dovoluji
redlny pr¥edpoklad jeho vyuZiti pro vyrobu 7-ACK pfi téchto jeho
p¥fednostech:

a) vy$3i stupen teoretické konverze substrdtu na produkt,
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b) vyssi vyté&Zek 7-ACK v izolaci,

c) vy$si kvalita 7-ACK,
d) nepfitomnost degradanich produktd v izolované 7-ACK.

Aktivita hydroldzy glutaryl-7-ACK byla zjistovdna mé&¥enim
rychlosti hydrolyzy glutaryl-7-ACK na 7-ACK v 0,1 M fosfitovém
pufru o pH 7,0 p¥i teplot& 37 "C v oblasti enzymové kinetiky nulté-
ho ¥4du. 7-ACK byla stanovena spektrofotometricky za pouziti p-di-
methylaminobenzaldehydu, ktery reaguje se 7-ACK za vzniku barevné
Schiffovy bédze podle &s. autorského osvédéeni &. 111 959, v modifi-
kaci podle Balasinghama a sp. (Biochim. Biophys. Acta, 276, 250,
1972).

Jedna jednotka enzymové aktivity (U) je takové mnoZstvi enzymu,
které odpovid4 tvorbé& jednoho /umolu 7-ACK za minutu za vySe uve-
denych podminek reakce. Specifickd aktivita vychozfho a imobilizo-

vaného materi&lu je vyjad¥ovéna jako U . g1

bilkovin resp. suché
hmoty. ‘
7-ACK byla v reakéni smési sledovdna d&le chromatograficky za
pouZiti tenké vrstvy celuldézy (Polygram cell - 300) v systému n-pro-
panol-voda (7:3) s ninhydrinovou detekci (Rf 0,5) nebo vysokotla-
kou kapalinovou chromatografii (HPLC).

Vyndlez je ddle doloZen v p¥ikladech provedeni, aniZ by se

jimi omezoval.

P¥iklady provedeni

P¥iklad 1

Jeden litr roztoku technické hydroldzy glutaryl~7-ACK bez ak-
tivity nespecifickych esterdz, obsahujfci 3 g bilkovin . litr™t
a celkové mnoistvi 800 U . litr !
vdno do nepf¥etrZité michané reakéni smési reaktivniho rozpustného

polymeru (RRP) vzniklého reakci kationaktivnich flokulanth obsahu-

bylo pomalu a po C4stech prid4a-

jicich frakci polyethyleniminu a glutaraldehydu podle &s. autorské-
ho osvéd¢eni &. 231 656. -

Po vpraveni veSkerého mnoZstvi roztoku enzymu bylo pH reakéni
smé&si v prub&hu nepfetrZitého michdn{ upraveno na hodnotu 7,5
20 % vodnym roztokem hydroxidu sodného. K vzniklé suspenzi volumi-
néznich C4stic byl postupné a pomalu p¥iddvadn 25 % vodny roztok
glutaraldehydu tak, aby jeho vyslednd koncentrace v reak&ni smési
byla 0,5 % (objem/objem). Poté bylo op&t uvedenym roztokem a zpl-
sobem upraveno pH reak&ni{ sm&si na hodnotu 7,5 a smés byla michéna
po dobu jedné hodiny.
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Poté byly &4stice oddéleny filtraci, vlhky voluminézni kol&d&
byl vpraven do kuchynského robotu na strouhanou housku, jehoZ buben
byl opatfen Yeznymi otvory 0,5 aZ 1 mm. Homogenizovany materidl ve
form& granuli byl suspendovidn do smé&si ethanol : voda (1:2) p¥i
teplot& -5 “C, kr4tce promichdn pomoci rychlob&iného vrtulového
michadla, ihned a ostfe vakuové odsét a &4stice suSeny ve vakuové
suS4drné p¥i teplot& 30 "C po dobu 2 hodin. Poté byl materi&l suspen-
dovdn v pitné vod&, nékolikrit vodou dekantovan, p¥ifemZ? posledni
dekantace byly provddény destilovanou vodou. Promyté &4stice byly
separovany vakuovou filtraci.

Bylo ziskdno 29,5 g vlhké hmoty biokatalyz4toru o su$iné
22,5 % a specifické aktivité hydroldzy glutaryl-7-ACK 60,2 U . g-l.

2 g glutaryl-7-ACK (Cistota 95,4 %) bylo rozpu$té&no za dpravy
PH 1 N roztokem NaOH na hodnotu pH 7,0 v 90 ml 0,05 M fosfdtovém
pufru o pH 7,0 a p¥iddno 10 g vlhké hmoty ziskaného biokatalyz&to-
ru a sm&s byla michdna p¥i teplot& 35 “C za kontinu&lni dpravy pH
roztokem alké&lie na hodnotu 7,0 po dobu 60 minut. Bylo dosaZeno
90 % teoretické konverze substrdtu na 7-ACK. Popsany postup byl
opakovdn celkem 5 x vzdy se stejnou ndsadou C4stic téhoZ biokata-
lyzdtoru a primérny stupen konverze substrdtu na 7-ACK/5 cykld
opakovaného pouzitf{ &inil 89,3 %.

Priklad 2

Jeden litr roztoku technického enzymu byl smichédn s 0,8 litry
RRP stejnym zplsobem jako v p¥ikladu 1. Roztok technického enzymu
vykazoval stejnou aktivitu a koncentraci bilkovin. Poté‘bylo p¥i-
dédno v pribéhu nepfetrZitého michdni 10 ml 10 % vodného roztoku
polyethyleniminu s molekulovou hmotnosti 30 000 aZ 40 000, pH bylo
upraveno na hodnotu 7,5 20 % vodnym roztokem NaOH, p¥iddn vodny
roztok glutaraldehydu tak, aby vyslednd koncentrace v reak&ni smési
¢inila 0,5 % a pH bylo opé&t upraveno popsanym zpisobem. Dalsi po-
stup p¥ipravy biokatalyzdtoru byl stejny jak je uvedeno v p¥ikla-
du 1.

Bylo ziskéno 32,2 g vlhké hmoty biokatalyzdtoru o susiné&
23,8 % a specifické aktivité hydroldzy glutaryl-7-ACK 53,3 U . g—l.

Ddle byla provedena enzymovd konverze substrdtu na produkt
za podminek a zplsobem uvedenym v p¥ikladu 1 s tim rozdilem, Ze
namisto fosfdtového pufru bylo k rozpuSté&ni substrdtu pouZito desti-
lované vody. Bylo dosaZeno 87,3 % teoretické konverze glutaryl-7-
-ACK, prum&rny stupen konverze v 5 opakovanych cyklech pou%iti té-
Ze n4sady biokatalyzdtoru ¢inil 86,3 % teorie.
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Byl smichédn jeden litr roztoku technického enzymu stejnych
kvalit a stejnym zptsobem jako v p¥ikladu 1 s RRP. K reak&ni smé-
si byl navic p¥iddn vodny roztok bilkovin (technickd vajedni bil-
kovina) tak, aby vyslednd koncentrace celkovych bilkovin &inila
50 g . l_l. Po vpraveni roztoku bilkovin bylo pH v prib&hu nepte-
trzitého michdni upraveno popsanym zptGsobem a ke vzniklé suspenzi
¢&stic byl p¥idén 25 % vodny roztok glutaraldehydu tak, aby jeho
aktudlni koncentrace v reakéni smési byla 1 % (objem/objem). D4le
byl postup p¥ipravy biokatalyzdtoru stejny jako v p¥ikladu 1.

Bylo zisk&no 70,3 g vlhké hmoty biokatalyzdtoru o sufiné

24,3 % a specifické aktivité hydroldzy glutaryl-7-ACK 29,8 U . g_l.

Priklad 4

Byl pfipraven biokatalyzdtor stejnym zplsobem jak je uvedeno
v p¥ikladu 2 s tim rozdilem, Ze jako vychozl enzymovy materidl
byl pouzit roztok technické hydroldzy glutaryl-7-ACK bez aktivity
nespecifickych esterdz, ziskany zahus$té&nim na rotadnim vakuové
odpatovadi p¥i teplot& 38 °C, obsahujici 30 g bilkovin . l:i.tr-1
a celkovém mnoZzstvi tohoto enzymu 7 100 U . 1itr™L, Bylo ziskéno
56,4 g vlihké hmoty biokatalyzdtoru o susSiné 24 % a spe01flcké

aktivité hydroldzy glutaryl-7-ACK 314,7 U . g_l.

Priklad 5

Jeden litr roztoku technického enzymu, ktery byl zahusStén
zplisobem popsanym v p¥ikladu 4, byl smichdn s RRP zpUsobem jako
v pf¥ikladu 1; pH reakéni smési bylo v prib&hu nep¥etrZitého mich4-
ni upraveno popsanym zplsobem na hodnotu 7,8, smé&s byla dtkladné&
homogenizovdna a poté mraZena v tenké vrstvé p¥i -20 "C po dobu
5 hodin. Poté hyla smé&s rozmraZena, Cdstice suspendovédny do 0,1 %
vodného roztoku glutaraldehydu a po 30 minutdch michdni p¥i teplo-
t& mistnosti byla suspenze zYed&na destilovanou vodou a &4stice
separovény vakuovou filtraci. V1hky voluminézni kold&¢ byl mechanic-
ky homogenizovdn a su$en p¥i 30 “C 3 hodiny za vakua. Poté byly
¢4stice suspendovdny v destilované vodé&, dekantovdny, promyty
a separovany zplUsobem uvedenym v p¥ikladu 1.

Bylo ziskdno 55,3 g vlhké hmoty biokatalyzdtoru o suSiné

24,6 % a specifické aktivité'hydrolézy glutaryl-7-ACK 307 U . g_l.
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Jeden litr vodného roztoku technické hydroldzy, ktery byl za-
hustén zplsobem popsanym v p¥ikladu 4, obsahujici koncentraci bil-
kovin a aktivitu, kterd je rovnéZ uvedena v p¥ikladu 4, byl smichén
s RRP zpusobem uvedenym v p¥ikladu 1 v&etné zplsobu Upravy pH.

K vzniklé suspenzi voluminéznich ¢&dstic byl postupné p¥iddn 25 %
vodny roztok glutaraldehydu tak, aby jeho vyslednd koncentrace

v reakéni smési byla 0,25 %.(objem/objem). Dale bylo postupovéno
v imobilizaci postupem uvedenym v p¥ikladu 5.

Bylo zisk&no 55,5 g vlhké hmoty biokatalyzdtoru o sus$in& 24,6 %
a specifické aktivité hydrolédzy glutaryl-7-ACK 312 U . g-l.

P¥iklad 7

Bylo smichédno 950 ml roztoku technického enzymu stejnych kva-
lit a stejnym zplsobem s RRP jako v p¥ikladu 1. D&le bylo v imobi-
“lizaci postupovidno stejnym zpusobem jako v pfikiadu 1 s tim rozdilem,
e pH reakéni smési bylo upraveno na hodnotu 7,0, aktudlni koncentra-
ce p¥idaného roztoku glutaraldehydu ¢inila 0,05 % (objem/objem). Da-
le bylo v imobilizaci pokradovédno mrazenim reakéni smési zpisobem
uvedenym v p¥ikladu 5, vCetné dekantace, promyti a separace.

Bylo zisk&no 26,4 g vlhké hmoty biokatalyzdtoru o sus$iné 22,8 %

a specifické aktivit& hydrolézy glutaryl-7-ACK 70 U . g_l.
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Zrnity biokatalyzdtor na b&zi imobilizovaného ehzymu hydrolézy
7/3-(4-karboxybutanamido) cefalospordnové kyseliny k enzymové
vyrobé& 7-aminocefalosporédnové kyseliny podle &s. autorského
osvéd&enf &. 231 656 p¥ipravitelny z &dstic biokatalyz4dtoru

na bdzi zes{t&né hydrolédzy 7 B3~ (4-karbpxybutanamido) cefalospo-
rdnové kyseliny ndslednym zpracovénlm vodnym roztokem glutar-
aldehydu a/nebo polyethyleniminu nebo bflkovin mikrobi&lniho,
rostlinného nebo #ivo&i%ného pivodu a vodnym roztokem glutar-
aldehydu, separacf a mechanickou homogenizac{ vzniklého pro-
duktu a jeho parcidlnim suSenim, pop¥fpadé jeho nidslednym sus-
pendovdnim v ochlazenych organickych rozpousté&dlech neomezené&
misitelnych s vodou a/nebo jéjich sméani s vodou, op&tovnou se-
parac{ a pop¥fpad& dal3im parcidlnim suSenim a kone&n& jeho

promytim vodou nebo pufrem.

ZpGsob vyroby biokatalyzAtoru podle bodu 1, vyznafeny tim, Ze

do neptretrZité& michané reak&nf sm&si &4stic se po dpravé pH

v rozmezi hodnot 6,0 a% 8,5, s vyhodou 7,5 pfid4d vodny roztok
glutaraldehydu v rozmezi jeho koncentraci 0,01 aZ 1,0 % objem/ob-~
jem, nebo vodny roztok polyethyleniminu nebo vodny roztok bil-
kovin a n&slednd vodny roztok glutaraldehydu, znovu se upravi

pH reakdénf sm&si v rozmezf{ uvedenych hodnot a reak&ni smés se
nep¥etr¥ité mich4 po dobu 10 minut a% 5 hodin, nebo se ponecha

v klidu, pop¥fpad® se nech4d zmrznout, naeZ se Céastice separuiji,
mechanicky homogenizujif a popffpad& su$i{, nebo se za michdni
oSet¥{ ochlazenym acetonem nebo ethanolem a/nebo jejich smésmi

s vodou, znovu separujf a popffpad& parcidln& sus{ po dobu

jedné a¥ 24 hodin p¥i teploté& 10 a%¥ 40 'C, poté se biokatalyzé-
tor suspenduje ve vodé nepo v pufru, nékolikrédt dekantuje a pro-

myje, ponechd nabobtnat a separuje.
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