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(54) Zptisob pfipravy imobilisovanych bun#k Saccharomyces paradoxus

Vyndlez se tykd zplsobu pfipravy imobilisovanych bundk Saccharomyces paradoxus VKMu-481,
schopnych mikrobidlni asymetrisace stéroidniho skeletu, kterd je zalo¥ena na stereospecifické
redukci jedné z keto-skupin. 3-Methoxy, A -1’3’5/10/’9/11/-8,14—seco~es:ratetraen—3-ol~14,17-
~dion je touto cestou v intraceluldrnim prostfedi bunky uvedeného kmene konvertovin na
3-methoxy, ZX-1’3'5/10/’9/11/-8,14-seco—estratetraendiol—3,17 p,on-14,

Pro tento dZ%el byly dosud imobilisovdny bunky Saccharomyces cerevisiae VRMu-488, a to za=
chycenim v polyakrylamidovém gelu. Obecnym nedostatkem tohoto zplisobu imobilisace je, Ze
pfislu¥nd enzymatickd aktivita zakotvenych bundk je negativnd ovlivn&na difusni bariérou,
kterou vytva®i pou¥ity gel, s

Uvedené nedostatky odstrafuje podle vyndlezu zpésob pfipravy imobilisovanych bun&k Saccha-
romyces paradoxus, jehoZ podstata spolivd v tom, Ze se bunky kovalentni vazbou zakotvi
na glycyl-, p—alanyl; nebo f-aminokaproyl- derivit hydroxyalkylmethakrylétového gelu,

Zéklain d&inek zpdsobu ptipravy imobilisovanfch bunik podle vyndlezu spodivad v operadnim
zjednodu¥eni postupu a vypusténi isolace a purifikace enzymu., Zachovdnim enzymu v extracelu-
lérnim prostfedi bunky je zéroven stabilisovina jeho aktivita, a to p¥i dodrZeni optimélnich
podminek enzymatické reakce, o )

Zplsob podle vyndlezu je vysvétlen na ndsledujicich pfikladech provedeni.

PEiklad 1

Hydroxylakylmethakryldtovy gel /32-40 am/ zpracovany epichlorhydrinem, byl modifikovin
vazbou hexamethylendiaminu podle ndsledujiciho postupu: 1 g gelu byl suspendovdn v 10 ml
Po 72 hod michdni za laboratorni teploty byla suspenze

T M hexamethylendiaminu /pH 12,0/,
ethanolu, butanolu a op&t etha-

pfevedena do kolonky a gel promyt desetindsobnym objemem vody,

nolu, Obsah hexamethylendiaminu, stanoveny na zdklad& dusiku odpovidd 753 wmol/g suchého gelu,
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P¥iklad 2

Hydroxylakylﬁethakrylﬁtovi gel /100 mg/, modifikovany postupem popsanym Vv pEikladu 1 byl
suspendovédn ve 2 ml 50 mM fosfitového pufru /pH 5,5/ obsahujiciho 50 mg glycinu., Smés byla
vystavena 24 hod d¥inku 100 mg N-ethyl-N'-/3-dimethylaminopropyl/k&rbodiimidu pEi laborator-
ni teplotd. Ziskany glycyl-derivét daného gelu /100 mg] byl suspendovin Vv 0,5'm1 5 % roztoku
glutaraldehydu. Po 24 hod michdni byl gel pfeveden do kolomky a promjvén vodou do negativni
veakce 8 2,4~dinitrofenyl hydrazinem. Po vymyti glutaraldehydu byl gel promyt 300 ml 50 oM
fosfdtového pufru 5,5.

priklad 3

Hydroxyalkylmethakry1étov§ gel modifikovany zpisobem popsanym v pFikladd 1 byl suspendo-
véin ve 2 ml 50 mM fosfdtového pufru /pH 5,5/, obsahujiciho 50 mg p-aleninu. P¥iprava i aktiva-
ces —alanyl-derivdtu byla ddle provedena postupem popsanym V pFikladé 2.

P¥iklad &4

Hydroxyalkylmechakryléeovy gel modifikovany zpisobem popsanym V p¥ikladd 1, byl suspendo~
vin ve 2 ml 50 mM fosfitového pufru /pH 5,5/, obsahujiciho 50 mg kyseliny ¢-aminpkapronové.,

Priprava i aktivace £ -aminokaproyl-derivédtu byla ddle provedena postupem popsanym
v pFikladd 2. '

P¥iklad 5

Sm&s obsahujici 107 bunik na 100 mg nosile ptipraveného zplsobem uvedenym v pfikladech
2 a% 4 v 50 mM fosfdtového pufru /pH 5,5/ byla michdna p¥i laboratorni teplotd, V ptipadé
uvedenych nosi¥l dochdzi po 120 hod k imobilisaci 30 mg suché hmotnosti bundk na 1 g nosile.
échopnost zmin&né stereospecifické redukce takto imobilisovanfch bundk je pfibliZn& o 25 %

ni% sl pei schopnost stejného mnofstvi nezakotvenych bundk.
PEEDMET VYNALEZU

Zplsob pEipravy jmobilisovanych bundk Saccharomyces paradoxus, vyznaeny tim, Ze se
bunky kovalentni vazbou zakotvi na glyeyl—, 8-alanyl- nebo E-aminokaproyl—derivé: hydroxy-
alkylmethakryldtového gelu.
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