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(564) Imobilizované kvasinkové buiiky a zpasob jejich vyroby

Vyndlez se tykd imobilizovanych kva-
sinkovych bun¥k vézanjch na nosile, které
Jsou tvofeny polymerni létkou, nap?iklad
na bézi polyetyléntereftaldtu, polykapro-
laktamu, polyfenylenoxidu, blokového kopo-
lymeru polyetylénoxid - polykaprolaktem,
meleminoformaldehydové pryskyrice, ktery
md mikroporézni stEukturu o specifickém
povrchu | 8% 700 mé/g. Obzvldst& vyhodné
je, JjestliZe se na polymerni nosil nejprve
sorbuje sitovact &inidlo, napfikled glutar-
asldehyd, a pak se vznikly produkt neché
reagovat s huhksmi. Déle vy¥hodny je postup,
kdy se na polymerni nosil adsorbuje glutar-
aldehyd a na vzniklou kompozici se_v Zou
celé kvasinkové bufiky a znovu zesitujil
gluteraldehydem, Imobilizaci bundk je
vhodné provédst p¥i teplotd 4 a% 30 OC
a pH prostfedf od 4 do 7,5 po dobu ! aZ
48 hodin. Kvasinkové bulhiky se permeabili-
zuji p¥ed imobilizaci nebo po ni.
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Vyndlez se tyké imobilizovenych kvasinkovych bun¥k vézanych na nosi¥i a zplsobu Jejich
vyroby. ’

Imobilizace kvasinkovych bun&k na nosi¥i, jekoZto producentu enzymu, mé vyznem v tom,
%o enzymy neni nutné izolovat nékladnym procesem, purifikovat a prechovdvat za ur&itych
podminek. Dal3f vyznem spoivé v zachovéni enzymd v intracelulérnim prost¥edi bunky, coi
ptispivé ke stabilizaci enzymové aktivity, zachovéni optimélnich podminek enzymové reakce
a vylou&enf negativnich vlivi extraceluldrniho prost¥edi. o

Dosud se imobilizace bundk provad3la zekotvenim buﬁky v gelu, membrénd nebo mikro-
pouzdru, zakotvenim buﬁky specifickou adsorpci, vazbou bundk jejich kovalentnim zesiténim
nebo zakotvenim buﬁky kovalentni vazbou na pevny nosié.

P¥i zachyceni bunky i gelu, membrénd &i mikropouzdru, eventudln¥ pri vazb¥ bundk jejich
kovalentnim zesit¥nim, je podstatn® nii3{ kontakt zekotvenych bundk vzhledem k difdizni be-
rié¥e gelu nebo membrén¥ se substrdtem.

P¥i zakotveni bundk specifickou sdsorpci je moZnost snadného uvolndni bundk, cof je
dastou pP{&inou nizké ektivity hmotové Jjednotky imobilizovaného systému.

Zekotveni bundk kovelentni vazbou na pevny nosil vyZaduje obvykle netm¥rn& vysoké né-
klady na chemickou modifikaci povrchu nosiée.

Uvedené nedostetky v imobilizaci kvasinkovych bun&k odstranuje predklddany vyndlez.
Podstata vyndlezu spodfvé v tom, Ze imobilizované kvasinkové bunky jsou navézdny na nosile
tvorené polymerni létkou, nap¥ikled ne dbézi polyetyléntereftaldtu, polykeprolaektsmu, poly-
fenylenoxidu, blokového kopolymeru polyetylénoxid-polykeprolektam, mélaminoformaldehydové
pryskyfice, ktery mé mikroporéznf strukturu o specifickém povrchu 1 aZ 700 mz/g.

Obzvl45t¥ vyhodny je postup, kdy se na polymerni nosil nejprve sorbuje s{tovaci &inidlo,
napfiklad gluteraldehyd, a pak se vznikly produkt nechd resgovat s bunikami.

Déle je vyhodné, jestliZe se na polymerni nosi¥ edsorbuje glutaraldehyd a na vzniklou
kompozici se vdZou celé kvasinkové bunky & znovu zestiujd glutaraldebydem.

Imobilizaci bundk je vhodné provddét pFi teplotd 4 aZ 30 OC a pH prostiedi od 4 do
7,5 po dobu ! af 48 hodin. Kvasinkové bunky se permeabilizuji pFed imobilizaci nebo po ni.

Vyhodou pfipravy imobilizovangch bundk podle vyndlezu je, Ze se ziskd pevn¥ zakotveny
enzymovy systém, ktery Je nerozpustny a tedy snadno separovetelny od rozpustného substrétu
a produktu, cof umoinuje jeho opekované pouZiti.

Praktickd eplikace imobilizovenych bundk, jakoito enzymového systému, se provédi jak
vaddkovym, tek i kolonovym zpisobem. Imobilizace celych kvasinkovych bundk ne pordzni poly-
merni sorbent podle vyndlezu probihd kombinaci prosté sorbce a kovalentn{ vazby. Aktivita
pfipraveného zskotveného enzymového systému neni negativng ovlivnovéne difizni bariérou
nebo delsimi negativnimi vlivy, které se projevuji p¥i pouziti Jjinyeh imobilizednich zpd-
sobech: Pro praktickou splikeci imobilizovenych bun¥k podle vanélezu je roghodujici i to,
%e se vyuiivé vhodného a laciného nosife tj. sorbentu a Jednoduchého zpisobu provedeni imo-
bilizace., Polymerni sorbenty, tj. nosi&e pro imobilizaci kvasinkovych bun&k podle piedkléd~
daného vyndlezu se vyrdb&jf postupy, které spodivejl v tom, Ze se polymer rozpusti v rozte-
veném rozpoustddle a po ochlezeni roztoku na kompaktin{ hmotu, kterd se podrobl dal¥imu me-
chenickému zpracovéni a potom se tavné rozpoudtddlo dokonale vyextrshuje 2 polymerni struk-
tury extrakdnim &inidlem, které dobie rozpousti tavné rozpoust¥dlo a neatakuje polymer.
Zigké se polymer obvykle v préskové form¥ s mikroporézni strukturou a vysokym m&rnym povr-
chem.
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Timto postupem byl pfipraven polymerni sorbent na bézi polyetyléntereftaldtu za pouZiti
6-kaprolektemu jako rozpoust¥dla a vody jeko extrekénfho &inidla. Specificky povrch u tekto
pFipraveného sorbentu se pohybuje obvykle od 70 do 100 mz/g, velikost %éstic se pohybuje
od 20 a% 30 um. Tento polymern{ sorbent je bild, prédkovitd hmota s dobrou chemickou a fy-
zikélni stabilitou s bodem tént 255 °C.

Mikroporézn{ sorbent na bézi alkalického poly-6-keprolsktamu se piipravuje rozpusténim
polykeprolaktemu v kaprolaktamu p¥i teplot& 190 OC a jeko extrak¥ni'¥inidlo pro kaprolaktem
ge poufivé Zoda. Tento sorbent mé specificky povrch kolem 15 mz/g a stfednf primdr sférickych
géstic 110 A s pravidelnou mikroporézni strukturou. Je chemicky a £yzikdln¥ stdly, o bodu
tént 216 °C,

Obdobnym zpisobem se pripravuje i sorbent na bézi blokového kopolymeru polyetylénoxid-
-polykeprolsktam, pPilem% se vychdzi z hotového kopolymeru., Mérny povrch tohoto sorbentu
se pohybuje kolem 8 ma/g.

Sorbent na bézi poly-2,6-dimetylfenyloxidu se pFipravuje za pouZiti kaprolaktamu jako
rozpoust&dla polyfenylenoxidu pFi teplot& 145 OC a extrakinfho &inidle vody. Sorbent mé
pravigelnou mikroporézni strukturu s uzkou distribuci pord o specifickém povrchu kolem
700 m“/g.

Polykondenzadn{ sorbent se p¥ipravuje polykondenzaci melsminu s formaldehydem za pii-
tomnosti anorganickych soli, které se zabuduji do polykondenzainiho gelu a pro jeho vytvr-
‘zeni se tato sil vyextrahuje obvykle vodou. Tento sorbent mé velikost zrna od 0,! do 0,5 mm
a mérny povrch 200 ma/g.

V dalsim je vyndlez bliZe obJjasn&n ne pPfikledech, které vBak rozseh vyndlezu nijak
neomezuji.

Prfklad

Na sorbentu na bdzi polyetylentereftaldtu o povrchu 550 mz/g a primdrné velikosti
&4stic 0,25 mm byl adsorbovén glutaraldehyd podle nésledujiciho postupu: 1 g sorbentu byl
suspendovén v 10 ml 5 % objemovych gluteraldehydu. Fo 24 hodindch michéni za laboratorni
teploty byle suspenze pfevedena do kolonky a sorbent byl promyvén destilovanou vodou s
do negativni reakce, kterou byla sledovéna p¥{tomnost glutareldehydu v jednotlivych promyv-
kéch. Po vymyt{ volného gluteraldehydu byl sorbent promyt 200 m1 50 mM fosfétového pufru,
ktery mé pH 7,2, Takto p¥ipraveny sorbent byl p¥eveden do 50 mM fosfétového pufru, ktery
obsahoval 106 permeabilizovanych bundk Kluyveromyces lactis na 100 m1 sorbentu. Z hlediska
pfechddu beta-gelaktosidasové ektivity na nosil a jeji stability bylo konstatovéno, Ze
imobilizace bundk byla v podminkéch michené suspenze dokonZena p¥i teplotd 20 °C, pribli¥n¥
za 6 hodin. Lokalizace bun&k na povrchu nosife byla sledovéna mikrofotograficky.

Permeabilizace imobilizovenych bun¥k je nutnou podminkou vyuZiti jejich intraceluldrni
enzymatické aktivity. Za tim delem byla provedena permeabilizace bun¥k ndsledujicim zpl-
sobem: Bun¥&nd suspenze byla po 0,1 ml nanédena na stied membrénového filtru, pridemZ kaZdé
nésledujic{ neneseni bylo provedeno vidy po tiplném odsdti média. Po neneseni 1 ml objemu
byly filtry pieneseny ne sklen&nou desku a zachycené bunky byly vystaveny ud&inku proudu
teplého vzduchu o konstentni teplotd 60 o¢ po dobu 70 sekund. Permeabilizovené bunky byly
z povrchu filtrd smyty 0,05 M fosfétovym pufrem, ktery m&l pH 7,0,

P¥{iklad 2
Priprava zekotvenych permeaebilizovanych bun&k byla provedena zpisobem popsanym v p¥i-

kladu ! ‘s tim rozdilem, %e bylo pouZito bun&k permeabilizovanych dimetylsulfoxidem. Suspenze
bundk v 0,05 M fosfétovém pufru mejicim pH 7,0 byla vystavena d&inku “40 % dimetylsulfoxidu
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p¥i teplot¥ 20 °C, Po 30minutovém kontektu byly bunky promyty, resuspendovény v uvedeném
pufru a imobilizovény.

P¥riklad 3

P¥iprava imobilizovanych permeabilizovanych bun&k byla provedena zplsobem popsanym
v p¥ikladu ! s tim rozdilem, %e bylo pou%ito jako nosife polyetyléntereftaldt o m¥rném po-
vrchu 80 mz/g a primdrné velikosti &dstic 0,25 mm a bundk Torulopsis casei. Permesbilizace
bundk byla provedena uinkem toluenu a etanolu. K 5 ml vytemperované suspenze bun&k pii
37 % bylo p¥idéno 0,5 ml sm&si toluenu a etenolu (1:3). Po Tminutovém mfchéni byly buﬁky
promyty pouZitym pufrem & imobilizovény.

Prikled 4

Postupem uvedenym v p¥ikledu ! byly imobiligzovéiny nepermeaebilizované buﬁky (Fabospora
fragilis) na elkelickém poly-6-kaprolaktamovém sorbentu o povrchu 12 mz/g a velikosti
&4stic 0,5 mm, Takto imobilizované buﬁky byly dodatedn& permeabilizovény postupem uvedenym
v prfkladu 2 s tim rozdilem, Ze bylo pouZito suspenze nosife s navédzenymi bunkami. Suspenze
imobilizovenych bun&k byla pFevedena do 1% roztoku glutaraldehydu, Jehof sekundérnim dZin-
kem bylo dosaZeno po 30 minutdch zesité&ni bunsk.

P¥{klad 5

Postupem uvedenym v pfikladu | byly imobilizovény bufiky Saceharomyces lactis na poly-
kondenzaénim sorbentu meleminu s formaldehydem o mérném povrchu 200 mz/g a velikosti &dstic
0,45 mm. Permeabilizace bun&k byla provedena ve smé&si toluenu a etanolu 1:3 po dobu 7 minuts
Potom bunky byly promyty poufitym pufrem a imobilizovény popsanym postupem.

P¥L{klad 6

K imobilizesci bundk (Candida pseudotropicalis) byl pouZit sorbent na bézi blokového
kopolymeru polyetylénoxid-kaprolaktem o celkovém m&rném povrchu 8 mz/g a primdrné velikosti
%dstic 1 mm. Postup imobilizace Je popsén u pFikladu | & tim rozdflem, Ze permeabilizace
bunék byla provedena dimetylsulfoxidem timto postupem: suspenze bun¥k v 0,05 M fosfdtovém
pufru, ktery mé pH 7,0 byla vystavena Udinku 40 % dimetylsulfoxidu p#i teploté& 20 °c, Po
30minutovém pisobeni byly bunky promyty, resuspendovény v uvedeném pufru a pouZity k imo-
bilizaci.

PREDMET VYNALEZU

1. Imobilizovené kvesinkové bunky vézané na nosic vyznadujici se tim, %e bunky jsou
vézané na nosi&, ktery Jje tvofen polymerni létkou, nep¥fklad na bézi polyetyléntereftaldtu,
polykaprolektemu, polyfenylenoxidu, blokového kopolymeru polyetylénoxid-polykeprolaktem,
melsm%noformaldehydové pryskyrice, s mikroporézni strukturou o specifickém povrchu 1 aZ
700 m“/g.

2, Zpdsob pripravy imobilizovenych kvasinkovych bundk podle bodu ! vyznedujici se tim,
%e se na polymerni nosi¥ nejprve sorbuje silovac{ &inidlo, nap#iklad glutarsldehyd, & pek
se vznikly produkt neché reagovat s bunkemi.

3. Zpdsob podle bodu 2, vyznadujfci se tim, Ze se na polymerni noail adsorbuje gluter-
sldehyd a na vzniklou kompozici se vdiou celé kvasinkové bunky & gnovu zeaﬁu;ji glutaralde~-
hyden.
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4, Zpisob podle bodl 2 a. 3 vyznadujici se tim, %e se imobilizece Bundk provédi_pfi
teplotd 4 aZ 30 °C a pH prostredf od 4 do 7,5 po dobu | aZ 48 hodin,

5. Zpisob podle bodd 2, 3 & 4 vyznadujici se tim, %e kvasinkové buiiky se permeabiligu-
3t
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