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ik54) g inzymové katalyzatory pro biotransformace

‘a zpisob jejich vyroby

Vyndlez se tjka enzymovjch katalyzatori
pro biotransformace na bazi imobilizovanych
enzymu mikrobialniho, ZivolisSného a rost-
linného piuvodu a zplsobu jejich wvyroby.
Bnzymové katalizdtory ziskané postupem pod-
le vyndlezu sestavaji z riznjych enzimi o
rizné &istot&, s vyhodon technickych nebo
surovjeh enzymovych preparati, nesouci
zejména hydrolazovou, izomerazovou, lyézo-
vou nebo racemazovou aktivitu, které jsou
imobilizoviny chemicky reaktivnim polyme-
rem rozpustnym ve vodé, vznikljym reakeci
ve vod& rozpustné latky, obsabujici nej-
ménd dvé primérni a/nsbe sekundarni amino-
skupiny, jako papfiklad polyethylemin,
hexamethylendiamin, lysin a polylysin s
bifuninimi aldehydy dikarboxylovych kyse-
1lin, jako je napriklad glutaraldehyd.
Vzniklé ve vodé nerozpustné lAstice imobi-
lizovanjch enzymi se ddle rhznym zpisobem
zpeviuji s cilem ziskani dobie sedimentu-
jicich Zéstic s dobrymi mechanickymi a hy-
' drodynamickymi vlastnostmi a vgsokou spe-
‘cifickou aktiviteu poZadovaného enzymu.
Yplsob vyroby imobilizovanych enzymi nevy-

‘aduje Zadnych organickych sysntetickych,
1organickych ¢i piirodnich ve vod& neroz-
wtoyeh nosidi, éimZ podstatnym zplsobem
onomizuje vyrobu téchto katalyzdtori.

. yymové katalyzétory jsou vyuZlitelné pro
' myslové biotransformate a umozduji vy-
covat diskontinudlni opakované nebo
tinuélni biotechnologie vyroby farmaceu-
ty, potravindisky &i z'.emédélsz;y vyznam-
v produkth ¢i meziprodukti.
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Vyndlez se tykd enzymovych katalyzdtorl pro biotransformace
na bdzi imobilizovanych enzymd mikrobidlniho, ZivoéiZného a rost-
linného plvodu a zplisobu jejich vyroby. Enzymové katalyzdtory
ziskané postupem podle‘vynélezu sestdvaji z rdznych enzymd o rdz-
né &istoté&, s vyhodou technickych nebo surovych enzymovych prepa-

2

riatd, nesouci zejména hydrolidzovou, izomerdzovou, lydzovou nebo

C

racemdzovou aktivitu, které jsou imobiliiovény chemicky reaktiv-
nim polymerem rozpustnym ve vodé&, vzniklym reakci ve vodé rozpust-
-né ldtky, obsahujici nejméné dvé primdrni a/nebo sekunddrni ami-
noskupiny, jako je napfiklad polyethylenimin, hexamethylendiamin,
lysin a polylysin s bifunénimi aldehydy dikarboxylovych kyselin,
jako je napfiklad glutaraldehyd. Vzniklé ve vod& nerozpustné &ds-
- tice imobilizovanych enzymd se ddle rlznym zplisobem zpevinuji s ci-
lem ziskdni dobfe sedimentujicich €4dstic s dobrymi mechanickymi

a hydrodynamickymi vlastnostmi a vysokou specifickou aktivitou po-
Zadovaného enzymu. Zbﬁsob vyroby imoﬁilizovan?ch enzymi nevyZadu-
je Z4dnych organickych syntetickych, anorganiqkich é¢i pEirodnich
ve vodé nerozpustnych nosi&d, &imZ podstatnym zpisobem ekonomizu-
je vyrobu téchto katalyzdtord., Enzymové katalyzdtory jsou vyuZzi-
telné pro primyslové biotransformace a umofnuji vypracovat dis;
kontinudlni opakované nebo kontinudlni biotechnologie vyroby -
farmaceuticky, potravindfsky ¢&éi zem&délsky vyznamnych produktd

¢i meziproduktd.
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Vyndlez se tykd enzymovych katalyzdtorl pro biotransformace
na bdzi imobilizovanych enzymd mikrobidlniho, Zivolidného &i
rostlinného plivodu a zplisobu jejich vyroby.

Enzymové katalyzdtory podlenynélezu jsou‘vyuéitelné pro
pramyslové biotransformace, resp. uméiﬁuji vypracovat diskonti-
nuilni nebo kontinudlni biotechnologie vyroby farmaceuticky, po-
travindfsky &i zem&d&lsky vyznamnych produktd &i meziproduktd.

Znimé zplsoby imobilizace enzymd lze obecné charakterizovat
jako fyzikéini napf. sorpce a inkluze, fyzikélné chemické napt.
"poldrni vazba a chemické ﬁapi. kovalentni vazba. K tomuto ud&elu
se pouzivd rlznych ve vodé nerozpustnych syntetickych nebo pEi-
rodnich organickych &i anorganickych materidld jako nosi&d poZa-
dované enzymové aktivity. Souhrnn& jsou tyto postupy pro vazbu
enzymd podrobn& zminény napfiklad v monografiich Immobilized
Enzymes /edit. O. Zaborsky, CRC Press, A Division of the Chemical
Rubber Co., USA Cleveland, Ohio, 1974/, Immobilized Enzymes fo;
Igduétrial Reactors /edit. R.A. Messing, Acad.Press New York,
San-Fraﬁcisco,‘London, 1975/, Insolubilized Enzymes /edit. M.
Salmona, C. Saronia, S. Garattini, Raven Press, New 'York, 1974/

a Industrial Enzymes, Recent Advances /J.C. Johnson, Noyes Data
Corporatibn, Park Ridge, New Yersey, Cemical Technology Review
No.‘85, USA, 1977/. Jako nosi&d pro imobilizaci enzymd je vyuZi-
vidna tfada syntetickych organickych inertnich &i chemicky aktivnich
polymerd ziskanych cilené vedenou polymeraci nap¥. na bdzi metha-
krylaldehydu, glycidylhethakrylétu, hydroxyalkylmethakryldtu, pEi-
ro@nich‘polymerﬁ napf. celulézy a jejich derivdtd, anorganickiéh
maferiélﬁ napf. skla apod.

_ Nosile té&chto a podoﬁnich typd jsou vét3inou ndkladné pEi-
pravky, jejich% cena a dostupnost a jejich pfipadnd p¥edchozi
modifikace a aktivace rdznymi &inidly, limituji p¥ipravu a vyuZi-
ti imobilizovanych enzym&. Z uvedenych divodd, zvldsité z hlediska
promyslového vyuZiti imobilizovanych enzymi, se v poslednich né-
kolika letech projevuje jak v odborné tak patentové literatufte
tendence pfechdzet od vice ¢&i méné:defihovanich nosi&d na bézi
syhtetickich polymerd nebo porésniho skla k materidlim méné nd-
Kladnym. Z ekonomicky pFijatelného hlediska se zdaji byt piitaZ-
1ivé rlizné piiro&ni materidly, zejména chitin, kolagen a pfedeviim
odpadni biomasa po rdznych fermenta¥nich vyrobdch, jejiZ cena je
‘pFevéiné nulovd, Jde zejména o odpadni kvasinky po vyrobé piva,

odpédni»mycelium po vyrob& penicilinu apod., tedy o odpadni bun-
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ky rdznych mikroorganismi, které lze pouzit jako nerozpustnych
nosill pro ptevidiné kovalentni nebo koordina&né kovalentni vaz-~
bu enzymd na povrch jednotlivych bunék ¢&i bunélnych agregdtd.
Iv !eskoslovenské odborné a predevsim Patentové literatufe
lze v poslednich nékolika letech sledovat posun zdjmu vynuceny

ekonomizaci vjroby napitiklad vypracovidnim Postupu imobilizace en-

povrch rlznym zplsobem o3etfenych &i nativnich mikrobidlnich bu-

nék &i jejich fragmentd pomoci bifunké&nich aldehydd, zejména glu-
) . ,. b4 Yy r v » rd v k4 .

taraldehydu, za tvorby vzdjemné kovalentns ProkfiZené sit& imobi-

’

lizovaného enzymu spolu s bunkami majicimi charakter nerozpustné-

L3

ho nosicde, podle'Es.autbrského osvédéeni &, 208 931, Podobny
zplsob, aviak na rozdil od pfedchoziho zpisobu vyuzivajici floku-
lace enzymu s bufkami majicimi charakter nosice a to flokulanty
vstubujicimi do reakce s bifunké&nimi aldehydy, je popsin ‘

pro imobilizaci enzymu amyloglukosiddzy v &s, autorském osvédée-
ni &. QJGCAH pfidemZ vyuZiti toﬁoto katalyzdto-
ru pro vyrobu glukozy a dal3ich produktd jeji enzymové pfemény

ze Skrobu je popsdno v ¢s. autorském osvédieni E.QACG“G

L ' . Stejné tak je popsdno kovalentni zesité&ni rznych
enzymi pomoci riznych bi-resp. polyfunk&nich ¢inidel, zejména

glutaraldehydu nebo toluendiisokyndtu za vzniku ve vodé& neroz-

/qansen E.F. a Olson, A.C; Arch.Biochem.Biophys. 129, 221, 1969/,
T&Eo Postupy nevyZaduji ve vodé& nerozpustné nosile vibec. Na roz-
dil od p¥edchozich postupd /vazba na povrchy bunék/, poskytuje

v

posléze zminény postup ni3si vytéiky imobilizovaného enzymu a ob-
Vykle se tyto Prepardty vyznaluji niZs$i stabilitou imobilizované
enzymové aktivity, Zesitén} enzymd pomoci zminénych velmi reaktiv-
nich sitovacich &inidel vede ¢asto k znalné pfipadné& dplné in-
aktivaci enzymové aktivity., K potla&ni silné inaktivace enzymové
aktivity p¥i siténi enzymi napt, glutaraldehydem se pouzivd kon-
kurenéni reakce s pfidatnou bilkovinou napf. albuminem v pribéhu
reakce siténi poZadovaného enzymu, poptipadé siténi v pfitomnosti
diamind napt. hexémethylendiaminu 7Avramaas, S., Immunochemistry
6, 43, 1969/, - "’ |
ZvléStnim pfipadem je pak vyuZiti ve vod& rozpustnych chemic-
ky inertnich &i chemicky reaktivnfch polymerd, kdy v prvém pri-
padé se jednd napf., o sorpci rozpust&ného enzymu na ve vode roz-

pustny polymer, Zim: se vytvoii stabilizovany ve vodé rogpustny
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komplex‘enzym/pdlymer, ve druhém pripadé se ve vodé& rozpustny

polymer chemicky aktivuje a po jeho aktivaci se smisi s enzymen,
¢imZ dojde ke kovalentni vazb& enzymu na aktivovany polymer za
vzniku chemicky stabilizovaného avSak ve vodé& rozpﬁstného enzymu.
Pfikladem pifipravy stabilizovanych ve vodé rozpustnych enzymd je
glycerolkindza sorbovand na dextran /USA patentovy spis &. 3,962
037/ nebo kovalentn® vdzand penicilinacyldza na kyanobromidem ak-
tivovany ve vodé& rozpustny dextran /NSR DOS 2,312 824/ &i tentyiZ
enzym kovalentné& vdzany na ve vodé rogpustné kopolymery malein-
ahydridu s Qinylmethyl_etherem, ethylenem, styrenem nebo vinyl-
acetdtem. Rovné&Z je popsdn zplsob chemické aktivace bilkovin
napfiklad albuminu glutaraldehydem za vzniku ve vod& rozpustné
chebicky aktivni bilkoviny /Attalla a Hultin, J.Food.Séi.,.A?,

7, 19777/, P¥i vyuiigi posléze zminénych postupd rezultuji imo-
bilizované aviak ve vod& rozpustné enzymy, pfilemZ imobilizova-
né enzymy tim, fe zlstdvaji ve vodé rozpustné nelze vyuZit pro
primyslové biotransformace béZnymi typy reaktord, jejichi vyuZi-
ti je omezeno na specidlni typy ultrafiltradnich reaktord, co?

je spojeno se znalnymi nédroky na-aparaturni vybaveni. Tohoto
zplisobu imobilizace se v pFevdZné vEt3ivé pripadi poufivd ke sta-
bilizaci enzymd pro analytickou a klinicko~diagnostickou praxi.

Zjistili jsme v neddvné dobd, Ze lze pFipravit bun&é&né ka-
talyzdtory Vyuiitelné pro biotransformace na bdzi imobilizovanych
prokaryontnich &i eukaryontnich bunék rdznych druhd mikroorganis=-
mi a rostlinnych bunék obsahujicich rizné enzymy pomoci reaktiv-
nich ve vod& rozpustnych polymerd podle ¢s. autorského osvEdle- ‘
ni 2':'23“/57 pfFidem? resultujici &dstice imobilizo-
vanych bunék se vyznaéuji velmi dobrymi sedimentadnimi vlaétnost-
mi, vysokou specifickou aktivitou a vysokym vytdikem imoﬁilizace.
Tento postup byi aplikovdn v rdznych modifikacich s cilem brinci-
~pidlniho ovéfeni schidnosti pEipravy imobilizovahich ve vodé& ne-
" rozpustnych enzymovych katalyzdtord, jinymi slovy namisto enzymo-
v& aktivnich bun&k rdznych druhl organismd bylo pouZito fﬁznich
do rizného stupné &istoty purifikoyanjCh enzymd izolovanych 2z
mikrobidlnich, rostlinnych a Zivolifnych zdrojd. ‘

Naskytd se otdzka dfelnosti vyuZiti piedmétnéhb posfupu pro
ziskdni imobilizovanych enzymd jestli%e tento postup principidl~
né a s dobrymi vyt&iky lze vyuZit pii poufiti enzymové aktivnich
bunék, tedy postupu nevyfadujiciho pfedchoz{ &ifté&ni a izolaci

poZadovanych enzymd z produkénich bunék rdéznych mikroorganismd.
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Divody pro vyuZiti pfedm&tného postupu vyplyvaji z nésledujicich

skutelnosti. ,

1. Nékteré enzymy jsou extraceluldrni, tedy nejsou'zadriovépy v
produkénich buﬁkéch‘mikroorganismﬁ, coZ vyluduje vyuzZiti imo-
bilizovanych bunék.

2., Rada enzymli, které zlstdvaji v bunkdch a které maji vysokomo-
lekuldrni substridty /bilkoviny, tuky, polysacharidy/ by byla
nevyuZita, nebof prostupnost bun&&né stény u mikroorganismid je
omezena na slouleniny s nizkou molekulovou hnotnosti, coZ
opét vyluluje v téchto pfipadech vyuiiti imobilizovanych bu-
nék, | '

3. Rada primyslové vyrdb&nych enzymd je jiného neZ mikrobidlniho
pivodu /napf. trypsin, chymotrypsin, papain apod./.

4. Je zndmo, Ze cena fady imobilizovanych prepardtd enzymid je

‘ vyrazné ovlivnéna cenou noside; pfedmétni zpﬁsoB podle vyna-
lezu nevyiadﬁje Z4ddnych organickych, anorganickych &i p¥irod-
nich ve vodé nerozpustnych nosidd.

Pfedmétem vynidlezu jsou enzymové katalyzdtory pro biotrans-
formace sestdvajici z enzyml mikrobidlniho, rostlinného &i Zivo-
&iZného pivodu imobilizovanych chemicky reaktivnim polymerem roz-
pustnym ve vodé, vzniklym reakci ve vodé& rozpustné lédtky, obsahu-
jici nejméné -dvé primdrni a/nebo sekunddrni aminoskupiny, jako je
napfiklad polyethylenimin, hexamethylendiémin, lysin a ponlysin,
s bifunkinimi aldehydy dikarboxylovych kyselin, jako je nap¥iklad
glutaraldehyd, popfipad& ddle mechanicky zpevnéné.

Jako enzymovy materidl mohou tyto katalyzétory obsahovat ’
mikrobiélni; rostlinné €i ZivoliZné enzymy b rﬁ2né éistoté, a sfﬁy-
hodou technické nebo surové enzymové pteparéty_neéouci zejména
hydfolézovou,izomerézovou,lyéZOVOU, racemdzovou a jinou aktiVito;-

Pfedmétem vynélezu}jé ddle zplsob vyroby uvedenych katalyzd--
tord, jeho% }odstata spolivd v tom, Ze se vige uvedené vodné roz-
toky enzymid o koncentraci bilkovin 5,0 aZ 500,0 mg/ml imobilizu-
ji uvedenim ve stYk 8 ve ;odé rbzpuegnﬁm, chemicky reaktivnim
polymerem, vzniklin reakci ve vodé'rozpuétné létky,,obsahujici
nejméné dvé_pfimérni a/nebo sekundéfni aminoskupiny, s vihoddu
8 poiyethyleniminem a s bifunk&nimi aldehydy dikarboxylovych ky-
selin, 8 vyhodou s glutaraldehydem, piiéteploté v tozmezi'o az
60 °C ve vodném prostfedf, p¥i pH v rozmezi 4,0 a¥ 12,0, pfilemi
reékce,uvedeného enzymového materidlu s uveéenymbpolymerem'se’pro-
véddi pFi teplotd® v rozmezf -30 aZ +50 °¢ ve vodném prostfedi)h p¥i
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pH v rozmezi 5,0 a%Z 9,0, vzniklé nerozpustné Eistice se po Qddé—
leni z reak&ni sm&si promyji vodou nebo pufrem, nafeZ se popfi-
pad& mechanicky zpevnuji.

Je vyhodné, kdyZ se k pfipravé ve vod& rozpustného polymeru
pouZije vodny roztok polyethyleniminu s distribuci molekulové
hmotnosti 100 000 aZz 800 000.

Vyhodné& se reakce uvedenych enzymd s uvedenym polymerem pro-
vadi pfi teploté& O aZ 45 oC, pfi relativni odstfedivé sile 1 aiZ
50 000 g, pti filtra&nim tlaku od O do 50 ‘000 KPa, p¥i stdni &i
michdni nebo pfi pFferuZovaném michdni a stdni reakini smési.

Cédstice imobilizovanych enzyml se popfipadé déle mechanicky
zpevinuji &dste&nou dehydrataci plsobenim organickych .rozpouitédel,
s vyhodou acetonem, popfipadé roztoky lepidel v organickych roz-
pouitédlech nebo jejich smési s vodou, pfi teplotdch +30 aZ -25 v
oC, popfipadd se &4stice pfed a/nebo po mechanickém zpevnéni vhod-i
nym zplisobem postformuji a parcidlné vysusi,.

Yihody zplisobu podle vyndlezu spolivaji v tom, Ze se za po-
moci chemicky reaktivnich ve vodé rozpustnych polymerd /ddle jen
RRP/ ziskaji imobilizované ve vod& nerozpustné enzymy s dobrou
specifickou aktivitou a velmi dobrymi sedimentadnimi vlastnostmi
~a dobrym vytéZkem imobiliiace,,kterj pochopitelné kolisd podle

typu enzymu a jeho Eistoty od fddové desetin procent aZ n&kolika
desitek procent a to i v pfipadech vysoce citlivych enzymovych ak=~
tivit ve srovnini s pouZitim volnych velmi reaktivnich sitovacich
éinidel, zeJmena glutaraldehydu. Mechanismus tvorbv RRP je nazna-
&en v popisu vynélezuk&. 40 231 458 K imobilizaci neni
tfeba Z4dného ve vod& nerozpustného organického, anorganického &i
pfirodniho nosile.

Postup vyroby podle predmétneho vyndlezu principidlné sesta—
vd ze dvou. technologlckych operaci, V prvé fdzi se ptipravi che—
micky reaktivni ve vod& rozpustny polymer /RRP/, s vyhodou reak-

ei komeréné‘dOStQpnich flokulantd pouZivanych k &iZt&ni odpadnich
vbd obsahujicich frakci. polyethyleniminu; nap¥. Sedipur KA nebo
Sed1pur CL-930 & bifunké&nim sxtovaC1m €inidlem, nap¥. glutaralde-
hydem, ve vodnem prostred1 s vyhodou za michdni reakéﬂi smé&si.
"Rychlost polymerace 1ze naprlklad sledovat na zdkladé zmény ab-
sorbance pf1rustku,koncentraci barevnych Schiffovych bédzi ve vi-
ditelné ob}asti spektra /hapf. pfi 550 nm/, jejichZ koncentrace
je piedev§im zévis1é:na poméru‘obou reaknich sloZek, tj. sito-

vadla: koreagujipi sloufeniné, reak&ni dob& a teplotd. Reakci lze
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popsat kinetikou prvého ¥4du. V druhé fdzi se do tdstelné nebo
kvantitatiﬁﬁé'ireagovaného roztoku RRP /podle citlivosti imobi~-
lizovaného enzymu k éésteéﬁé nezreagovanému glutaraldehydu/, ob-
vykle po'l aZ 24 hodindch reakce, vmichd vodny roztok poZadova-
ného enzymu v rozsahu aktudlnich koncentraci'bilkovin.v.reakéni
smési 5,0 aZ 500,0 mg/ml, av zdvislosti na pouZité technice imo-
bilizace, zejména michéhi, sténi; mrazéui, pisobeni filtraZniho
tlaku, odstfedivého pole, vytlaéovéni vzniklich ¢dstic vhodnym
zatfizenim a ndsledného parcidlniho susen1 za sucha &i vlhka lze
tegulovat velikost, tvar, charakter, porqutu a spec1f1ckou ak-
tivitu &4stic 1mob11izovaniph>enzymﬁ. | .

Zplsob vyroby imobilizovanjch enzymi podle vynédlezu rovnéz
zahrnuje pbstupy ndsledného o§e£féni imobilizovanych &dstic ve-
doucich k zvy¥eni jejich mechanické stability a pevnosti, zejmé-
na &istelné dehydratace &dstic oZetfenim écetonem €i jinymi orga-
nickymi rozpousté&dly, popfipadé a s vyhodou roztoky takovych ko-
mer&nich lepidel v organickych rozpouSt&dlech, které po parcidl-
nim zaschnuti vytvofi ochrannou mikrovrstvu ve vodé nerozpustné-
ho filmu na povrchu Eésticé, za individudlni volby podminek o3et-
feni, za pfedpokladu z cecﬁnologického hlediska nepfili§ vyznam-
né limitace enzymové reak&ni rychlosti difuzi.

Pro vyrohu 1mob111zovanych enzymu podle vyndlezu lze pr1nc1—'
pidlné& pouZit rlizné mlkrobxalnl, ‘rostlinné a %fivoli3né enzymy,
 zejména extraceluldrni mikrobidlni a rostlinné a Zivo&i3né protéé-
zy, napfiklad rGzn& &isté prepardty alkalické, neutrdlni a kyse4vj
18 ptoteézy z rdznych mikrobidlnich kmend napfikléd rodu Bgcillué;
protedzy rostlinné napfiklad papain a ¥fivo&i¥né nap¥iklad frypsiﬁ.
a chymotrypsin a dal%i hydroldzy mikrobidlniho pévodu izoldvané:ﬁ
do rlzného stupnd &istoty z kultiva&ni kapaliny &i z bundk mikro-
organismi, Jako napfiklad enzym pen1c111nam1dohydrolaza a beta-f
~-galaktosiddza z bundk E.coli, invevtdza z kvasinek, glukozo1zo-
merdza ze Streptomycet a podobné. Vyhodné je pouiifi tak zvanych
technickych, nep&ili¥ ¥istych prepardtd enzymd, kdy obsah daného
enzymu v'prepatétu &ini 1,0 a% 10,Q 2 zfcelkového‘mnoistvi bilko-
Qin a kdy se pfedpoklidd Vyuiiti ve vétEich objemech vyroby bru
prﬁmyslové biotransformace, P¥i bfiptavé takovich imobilizovanych
enzyml neni na zdvadu jestliZe roztoky technlckych enzymid obsahu-
ji pted imobilizacf ur&ity nuxpensnf podil buné&iného detritu z
~jednotlivych mikrobidlnfch bunSk &i roatlinnych nebo iivoéiﬁniéh
tkdn{ pramenfcich z proceau izolace, tedy. pou!z;i li se.tak”zva¥
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Velikost &4stic 1mob111zovanych enzymﬁ ‘ziskanych postupem
podle vynalezu byla posuzovina m1kroskop;cky‘/opt1ckym mikrosko-
pem/ s poufitim kalibrovaného mé&rného okuldru, NEkteré preparity
bYIy posuzovdny rastrovacim glektronovjm mikroskopem. K analyze
velikosti &dstic bylo pouZito kovovich sit pro sitovou analyzu
a vdzané enzymy byly d&leny podle velikosti pouZitim t¥i sad
tdchto sit, pFilem% sita mdla otvory o velikosti od 0,1 aZ do
2,0 mm. Sedimenta&ni vlastnosti byly hodnoceny tak, Ze 2,5 vlh-
ké hmoty prepardtu bylo suspendovédno Vv celkovém objemu 25 ml de=
mineralizované vody v kalibrovaném odm&rném vdlci a byl sledovan:
&as potiebny ke kvantitativnf sed1mentac1 ddstic. v
Akt1v1ty imobilizovanych enzymd byly hodnoceny. za m1chan1

a temperace definovaného mnoZstvi &4dstic v roztoku s

tu za
podm1nek m&feni v oblasti kinetiky nultého ¥ddu enzymove'}eakce
a enzymovi aktivita resp. specifickd aktivita vyJadrovana jako
mnoZstvi vytvofenych umold produku resp. produkti/mg nebo gram
vlhké hmoty &istic, nebo jako procento konverse pfem&€né&ného
substrdtu na produkt, pokud neni v p¥ikladech uvedeno jinak.
Po dekantaci a vakuové filtraci &dstic imobilizovanych enzymid
&inila jéjich prim&rnd vlihkost /obsah vody/ 90 Z.

-V ndsledujicich pfikladech provedeni se jako litky obsahuji-
ci alespon dv& primdrni a/nebo sekunddrni aminoskupiny pouZivd
komer&nich flokulanti typu Sedipur a to Sedipur KA nebo Sedipur
CL-930, ktery obsahuje polyethylenimin o molekulové hmotnosti
200 000 a% 300 000 v koncentraci pfibliZn& 30 hmotnostnich pro-
cent, nebo polylysin hydrochlorid o molekulové hmotnosti p¥Fibliz~-
.n& 40 000 aZ 50 000. ‘

V dalfim je vynéléz bliZe objasnén v piikladeéh provedeni,

aniZ by se jimi omezoval.



Pfiklady provedeni

P¥iklad 1 © 231 ¢38

Bylo piipravéno 50 m1 2 2 /hmota/objem/ vodného roztoku
Sedipuru CL-930 /BASF, A.G./ v demineralizované vod&. Do toho-
to roztoku, jehoZ pH bylo 6,1 byl pfiddn 25 Z vodny roztok glutar-
aldehydu /MERCK/ tak,iaby jeho koncentrace v reakdni sm&si &inila

1,0 2 /objem/objem/. Reakéni sm&s byla umist&na na laboratorni
tftepaci stroj a ve zvolenych €asovych intervalech byla sledovi~-
‘na rychlost polymerace spektrofotometricky p¥fi 550 nm /Unicam,
§P-500, hranaté sklenéné kyvety 10.x 10 mm/. Reakce probihala
za nepfetrZitého michdni p¥i teploté mistnosti. Hodnoty absor-
banci z jednotlivicﬁ'vzorkﬁ odebiranych v zdvislosti na Case 2z
reak&ni smési Byly méfeny proti demineralizované vodé&, Reakce
probihala 24 h,

| 0,75 g lyofilizovaného technického prepardtu beta-galakto-
" siddzy izolované z bundk Escherichia coli o specifické aktivité
30[umol o-nitrofenolu/min/mg bilkovin /37 °C, pH 7,0, substrdt
o-nitrofenyl beta-D-galaktopyranosid/ bylo rozpuSténo v 0,05 M
fosfadtovém pufru pH 7,0 na celkovy objem roztoku 25 ml; vznikl
roztok technického enzymu o celkové koncentraci bilkovin 30 mg/ml.

K 25 ml popsanym zplsobem p¥ipraveného roztoku technické
beta-galaktosiddzy bylo pfiddno 25 ml popsanym zplsobem p¥iprave-
ného RRP, reaklni smé&s krdtce promichdna a vznikly precipitdt
obsahujici 15 mg bilkovin/ml byl pfelit na misku zhotovenou z
hlinikové folie o § 20 cm a miska s reakini smési uloZena do
mraziciho boxu p¥i teploté =20 °c po dobu 3 hodin. Po této do-

b& byla miska z boxu vyjmuta, zmrzly obsah na misce pfelit'pfib-
1iZn&€ 50 ml téhoZ pufru v jakém byl rozpuStén enzym a obsah po-
nechdn zvolna rozmrazit p¥i teplotd mistnosti po dobu 30 min.

Po této dob& byly vytvofené voluminézni &dstice pFfelity do 200
ml tého? pufru a ndkolikrdt timto pufrem dekantovédy vidy po
kvantitativni sedimentaci ¥dstic stdnim, Poté byly &dstice va-
kuové dobfe odsdty na frité pres ﬁiltiaéni papir a odsdté zvi-
feny /0,92 g[;

0,92 g vlhké hmoty &4stic imobilizovaného enzymu, po pfed-
choz{ mechanické homogenizaci voluminézni hmoty, bylo suspendo-
vino ve 20 ml acetonu pFedem vychlazeného na -20 °C.a po dobu
2 minut intenzivn& pomoci vrtulového michadla michdno. Po této
dob& byly &dstice ostfe vakuové odsdty a na frité ndkolikrit
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promyty timtéZ pufrem a dobfe odsity a promyty materidl zvéien
/10,45 g/.

Specifickd aktivita materidlu &inila 8,6 /umol o-nitrofe-
nolu/min/mg vlihké hmoty imobilizovaného enzymu. Materiél byl
tvofen voluminéznimi vlo¥kami béZové barvy o velikosti 0,5 aZ
2 mm, které sedimentovaly kvantitativné stdnim b&hem jedné minu-
ty. Mikroskopicky obraz a snimek z rastrovaciho elektronového
mikroskopu prokdzal ur&itou porozitu &dstic, které pfipominaly
svym charakterem polyuretanovou pénu; &dstice tvqfily amorfni

dtvary s nepravidelnymi okraji.

PEiklad 2

Bylo pfipraveno 50 ml 2 7 /hmota/objem/ vodného roztoku
Sedipuru CL-930 v demineralizované vod&. Roztok flokulantu ﬁy}_
fvakuové ptefiltrovdn pfes pbrcelénovou fritu S-4 tak, aby byla
dokonale odstrandna nerozpustnd frakce hydrofilnich krupiéek.
K 50 ml dokonale rozpustného &irého filtrdtu byl p¥iddn 25 7
| vodny roztok giutaraldehydu tak, aby jeho koncentrace v reakéni
smési &inila 1,0 7 /objem/objem/va ddle bylo postupovdno jak je
uvedeno v pEikladﬁ 1 s tim rozdilem, e reakce probihala 3 hodiny
za jinak stejnych reak&nich podminek a podminek sledovdni rych-
losti polymerace. | ,

2,5 g lyofilizovaného technického prepardtu beta-galaktosi-
ddzy jako v p¥ikladu { bylo rozpuSténo ve 25 ml fosfitového
pufru rovnéZ jak je uvedeno v pfikladu 1. Vznikl roztok technic-
kého enzymu o celkové koncentraci bilkovin 100 mg/ml.

K 25 ml roztoku technické beta-galaktosiddzy bylo p¥idéno
25 ml popsanym zplisobem pFipraveného RRP a roztoky promichén&,'
Reak&ni smés obsahujfci 50 mg/ml bilkovin byla umisténa na rotal-
ni tfepaci stroj o poltu otalek 160/min a jednu hodinu nepfetrZi-
t& michdna a poté ponechdna stit 1 hodinu v klidu pfi teploté
mistnosti. Vzniklé nerozpustné &dstice byly vakuové pies textil-
ni materidl odsdty a na frité dikladné& promyty dvéma litry 0,05 M
fosfdtového pufru pH 7,0, znovu ddkladné vakuové odsdty a zvéie;
ny; bylo ziskdno 3,75 g vlihké hmoty jmobilizovahého enzymu,

Vlihké ¥dstice imobilizované beta-galaktosiddzy byly suspen-
dovdny v acetonu za podminek a zplsobem uvedenym v p¥ikladu 1

a dobfe odsdty a stejnym zplsobem promyty materidl zvdZem /1,12 gﬁé
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Specifickd aktivita materidlu &inila 15.1 /umol o-nitrofe-

nolu/min/mg vIhké hmoty imobilizovanych &dstic. Material byl tvo-

Lo {1

en nepravidelnymi destilkami bé%ové barvy s distribuci velikosti

&astic 0,3 a 2,8 mm, které sedimentovaly kvantitativné stdnim
béhem nékolika desitek sekund.

Jeden g vlhké hmoty Cdstic imobilizované beta-galaktosiddzy
byl suspendovdn ve 25 ml 5 %Z /w/v/ roztoku laktozy rozpudténé v
0,1 M fosfdtovém pufru pH 7,0, nddobka umisténa do termostatu pii
teploté 37 °C a v Zase sledovéna rychlost enzymové hydrolyzy lak-
bt6zy na glukozu a galaktozu v pribéhu nepfeﬁriitého michdni.
Ke kvantitativni konverzi /100 %/ laktozy na oba zminéné monosa-
charidy do8lo za uvedenych reakénich podminek za 3 hodiny. Enzy-
mova hydrolyza s tquféi ndsadou katalyzdtoru byla opakovédna cel-=
kem pétkrdt vidy tak, Ze po skonleni reakce byla reakéni smés
pfes husté polyamidové sitko slita, zachycené Zdstice promyty
100 m1 zminéného pufru a znovu suspendovdny v Cerstvé ndsadéd
roztoku laktozy za jinak stejnych reak&nich podminek pfi stejné .
reakéni dobé. Primérny stupen konverse/gft opakovanych cykld po-

uZiti téZe ndsady imobilizované galaktosiddzy &inil 98,2 Z.

Priklad 3

Bylo pfipraveno 50 ml RRP postupem uvedenym v pFikladu 1
s tim rozdilem, Ze reak&ni doba polymerace &€inila jednu hodinu.
Dile byio pfipraveno 50 ml roztoku technické penicilinacyldzy
tak, Ze 6 g lyofilizovaného enzymu bylo rozpui3téno v 0,05 M fos~
fatovém pufru pH 7,6 a doplnéno na uvedeny objem. Vznikl roztok
technického enzymu obsahujici 120 mg bilkovin/ml o épecifické
aktivité penicilinacyldzy 260 /umol 6-aminopenicildnové kyseliny/
/h/mg bilkovin /pH 7,6, teplota 42 QC, substrdt K-sll-benzyl-
penicilinu/. Enzym byl izolovdn z bun&k vysokoprodukéni mutanty
E.coli.

Roztok enzymu byl kvantitativné& ptelit do 200 ml sklené&né
nddobky, do ni% bylo zavedeno vertikidlni ocelové vrtulové mjthad-
lo a spuldténo michdni o poltu otdlek 120/min. Poté byl smichdn
roztok RRP s roztokem enzymu v objemovém pom&ru 1 : 1 na celkovy
objem 100 ml; aktudlni koncentrace bilkovin v reakfni smési Cini-
la 60 mg/ml. Reaklni smé&s byla nepfetriité michina po dobu jedné
hodiny pfi teploté mistnosti, poté michadlo vypnuto a vytvofend

suspenze ponechdna v klidu 30 minut stdt, naleZ byla pfelita po
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mirném promichdni na ocelové sito o velikosti ok 0,1 mm a na situ
gistice promyty plavenim demineralizovanou vodou. Voluminézni
¢4stice byly suspendovdny ve 100 ml 0,0S:M fosfdtového pufru pH
7,6 a vakuov@ dobfe odsdty a za michdni suspendovdny v 50 ml ace-
tonu pfedem vychlazeného na teplotu -20 °c. Materiil byl inten-
zivné michén po dobu t¥i minut a poté ostfe vakuové odsdt, na fri-
té jestd& pfibliZné 5 min odsdvin a poté promyt jednim litrem
zmin&ného pufru, znovu odsdt a zvafen /4,3 g/.

Specifickd aktivita materié}u &inila 12,6 /umol 6-APK/h/mg
vlhké hmoty imobilizovanych &dstic. Materidl tvofil svétlehn&dé
gdstice ptibliZnd sférického tvaru s primdrnou distribuci veli- .
kosti 0,45 ~ 2,0 mm a k jeho kvant1tat1vn1 sedimentaci vedlo sté-
ni po dobu ndkolika desitek sekund. -

2 g vlhké hmoty imobilizované peﬁicilinacylézy bylo suspen-—.
dovdno v 50 ml 6 % /w/v/ roztoku K-soli benzylpenicilinu rozpudté-
ného v demineralizované vodé a v prib&hu nepfetriitého michdni
a temperace pFi 37 °c za kontinudlni dpravy pH na hodnotu 7,8
zted&nou &pavkovou vodou /15 % v/v/ byia sledovdna reakéni rych-
lost konverze benzylpenicilinu na 6-APK. Ke kvantitativni kon-
verzi substrdtu na zmindny produkt do3lo za uvedenych reakénich
podminek za 90 minut. Enzymovd hydrolyza s toutéZ nédsadou kata-
lyzitoru byla opakovdna celkem desetkrdt vidy tak, Ze po skonleni
reakce byla reak&ni smés pfes husté polyamidové sitko slita, za-
chycené &4dstice promyty 100 ml vody a znovu susbendovény v Cerst-
vé ndsad& roztoku benzylpenicilinu za jinak stejnych reakénich
podminek pfi stejné reakini dob& a postupu enzymové biotransfof-
mace. Primérny stupen konverze/10 opakovanych cykld pouZiti té-
Ye ndsady imobilizované penicilinacyldzy ¢&inil 97,3 Z, koncentra-
ce zbytkového penicilinu byla nulovd a primérné mnoZstvi degra-

dagnich produktd penicilinu a 6-APK &inilo 2,5 Z.

Ptiklad 4
Bylo pfipraveno 50 ml RRP postupem.uvedenim v pfikladu 1
s tim rozdilem, %fe na misto Sedipuru CL-930 byl pouZit Sedipur
KA. Dile bylo pEipraveno 50 ml roztoku technické penicilinacyld-
zy o specifické aktivité a zplsobem uvedenym v p¥ikladu 3 s tim
rozdilem, Ze roztok enzymu v bufru obsahoval 60 mg/ml bilkovin,
50 ml roztoku RRP bylo smichdno s 50 ml roztoku enzymu;

vznikla reak&ni smés o aktudlni koncentraci bilkovin .30 mg/ml.
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Didle bylo p¥i imobilizaci enzymu postupovéno jako v prikladu 1
/mraZeni reakéni smé&si po dobu t#i hodin/. Poté byly vytvofené
8dstice pFelity pufrem a n&kolikrit dekantovdny pfibliZné 100 ml
0,0SiM fosfdtového pufru pH 7,6 vidy po kvantitativni sedimenta-
ci €4stic stdnim, ddle vakuové dobfe pfes textilni materidl od-
sdty a odsdté zvdZeny /2,3 g/.

Uvedené mno%fstvi imobilizované penicilinacyldzy bylo ofetfe-
no pfedchlazenym acetonem zplsobem uvedenym v pfikladu 1 a dobfe
-odsdté a fosfdtovym pufrem promyté Edstice zvéieny'/1,46 g/ a

ostrym kopim homogenizovdny na men¥i kousky. Imobilizovny a ofet-

?Byl pak ponechdn botnat v 50 ml uvedeného pufru
ptes néé_pfi;féploté +8 °c,

Specifickd aktivita materidlu ¢inila 4,5 jumol 6-APK/h/mg
~v1lhké hmoty imobilizovanych &dstic. Materidl po nabotndni tvofil
vBéédvé ohranifené pevné destilky nepravidelného tvaru s priémdrnou
fdistribuci velikosti 0,8 l’é,o mm a sedimentoval kvantitativné
- stdnim b&hem ndkolika sekund. v

Jeden gram vlhké hmoty imobilizovaﬂé;penicilinacylézy bylo
suspendovéno v'50 ml 6 Z /w/v/ roztoku Kbs@li desacetoxycefalospo~
rinu - G rozpu3téného v demineralizovanélvodé a v prib&hu nepfe-
trZitého michéani é tempeface pEi 37 °c za kontinudlni dprav pH -
na hodnotu 7,6 zfedénym roztokem NaOH /0,1 M/ byla sledovdna

“reakéni rychlost konverse desacetoxycefalosporinu G na kyselinu
‘fﬁxdesaceto%ycefalosporénovou /7-ADCK/. Ke kvantitativni konverzi
substrétu na zmin&ny produkt doSlo za uvedenych podminek za 150
minut. Enzymovd hydrolyza s touté? ndsadou katalyzdtoru byla opa-
_}ovéna celkem tf¥ikrdt zplisobem popsanym v pifikladu 3. Prémérny
stupen konverzé/3 cykly opakovaného pouZiti téZe ndsady imobilizo-
vané penicilinacyldzy &inil 93,6 7, koncentrace zbytkového des-
acetoxycefalosporinu ¢inila 1 %, primérné mnoZstvi degrada&nich

prgduktﬁidesacetoxycefalosporinu a 7-ADCK &inilo 4,3 Z.

P¥iklad 5 E O s

Bylo pfipraveno 100 ml roztoﬁﬁ RRP p@étﬁpem uvedenym v pifikla-
du 1. Déie byl p¥ipraven roztok pr&teézy Zivolisného pdvodu takto.
3,0 g suchéghmoty lyofilizovaného chymotrypsinu /n.p. Lé&iva -
- SPOFA/ ovépecifické aktivitd 3,0 j/mg /substrat kasein, teplota
35 °

‘'ru o pH 7,6 a za nepfetrZitého michdni bylo pH roztoku enzymu

C, pH 8,0/, bylo rozpult&no ve 40 ml 0,05 M fosfitového puf-
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upraveno 10 Z roztokem NaOH na hodnotu 7,2 a doplné&no zminé-
nym pufrem na celkovy objem 50 ml. Vznikl roztok protedzy o pH
7,2 a koncentraci bilkovin 60 mg/ml. Roztok byl rozdélen na dvé
stejné objemové ¥dsti /4 25 ml/ a déle postupovino takto.

K 25 ml tohoto roztoku bylo p¥iddno 25 ml RRP, krdtce a
rychle promichdno a precipitdt pfelit na misku zhotovenou z hli-
nikové folie a dén zmrazit pfEi teploté -20 °c do mraziciho boxu
po dobu t¥i hodin; aktudlni kencentrace bilkovin v reak&ni smé-
si €inila 30 mg/ml. Po této dob& byla miska vyjmuta, obsah pie-
lit stejnym fosfitovym pufrem a ponechdn rozmrazit pfi teploté
mistnosti, poté materidl ndkolikrdt dekantovédn timtéZ pufrem
za mirného michdni tyéinkbu, poté kapaiina slita a &4stice zfil-
trovdny pfes kalolisovou plachetku za vakua. Vl1hky, dobfe odsd-
ty materidl po filtraci ostrym kopim homogenizovdn na pFibliZné
stejné velké &4dstice a rozd&len na dva stejné hmotnostni podily.

Jedna &4st materidlu pfelita 50 ml téhoZ fosfdtového pufru
a ponechdna botnat p¥i +8 %¢ do druhého dne /vzorek oznalen
all. Druhd &4st byla oSetfena 25 ml acetonu vychlazeného pfedem
na -20 °C za michéni po dobu 2 minut, poté materidl ihned ostfe
vakuové odsdt a odsdty nékolikrdt dekantovdn timté%Z fosfdtovym
pufrem, znovu odsidt, homogenizovdn ostrymkopim, pfelit cca 50 ml
téhoZ pufru a ponechdn botnat pii +8 °C do druhého dne /vzorek
oznalen a2/.

K 25 ml roztoku tého? enzymu /druhd objemov4d &4st/ bylo pFEi-
ddno 25 ml tého% roztoku RRP, &imZ vznikl roztok o aktudlni kon-
centraci bilkovin v reak&ni sm&si 30 mg/ml a 30 minut byla
reakini sm&s michdna na laboratorni tfepalce pfi teplot& mistnos-
ti a poté precipitdt ponechdn pEi této teplotd stdt po dobu dvou
hodin. Po této dob& byla reak&ni smés odstfedéna 5 minut pEi
5000 g, &iry supernatant slit a sediment rozmichdn ve 100 ml té-
hoZ puffu, nékolikrdt timté%Z pufrem dekantovdn, po dekantaci &4s-
tice‘pfes textilni materidl vakuové odsity, promyty pufrem a
dobfe odsdté popsanym zpisobem homogenizovany.

Ddle byl imobilizovany materidl oEétfen acetonem; promyt,
homogenizovdn a ponechdn botnat zplsobem popsanym u vzorku 32
v tomto pfikladu. Vzorek byl oznalen b’.

Enzymové aktivity vdzaného chymotrypsinu uvedenymi zpdsoby
imobilizace jsou shrnuty v ndsledujici tabulce.
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Oznaleni vzorku a, a, ) b1
ziskdno vlhké hmoty

materidlu /g/ . 2,3 1,6 1,5
specifickd aktivita _

/i/mg vlhké hmoty/ . - 7,3.1073 4,4.103 0,015
vjtdZek imobilizace®’ |

1%/ , 0,75 » 0,3 1,0

+/

vztaZeno na vychozi rozpusthi chymotrypsin,

V3echny ziskané -imobilizované vzorky chymotrypsinu sedimen-
tovaly kvantitativn& b&hem nékolika desitek sekund, &dstice
protedzy imobilizované mrafenim vykazowaly na snimcich z rastro-
vaciho elektronového mikroskopu niz3i porozitu &dstic ve srovni-
ni se snimky vzorkd ziskanych technikou michdni/stdni s odstfedd-
nim , coZ je v souhlase se zjiZt&nou specifickou aktivitou imobi-

lizovanych materidld,

P¥iklad 6

Bylo ptipraveno 50 ml RRP postupem uvedenym v p¥ikladu 1
s tim rozdilem, ¥e reak&ni doba polymerace &inila 16 hodin. Ddle
byl pfipraven roztok protedzy rostlinného péivodu takto. 6,0 g
suché hmoty papainu /Fluka, A.G., Svycarsko/ o specifické aktivi-
té€ 1,0 j/mg bylo rozpu3tino v 50 ml 0,05 ﬁ fosfdatovém pufru o pH
7,6. Vznikl roztok papainu o koncentraci bilkovin 120 mg/ml.

K 50 ml roztoku tohoto enzymu bylo pfiddno 50 ml RRP a réaké~
ni smés nepfetrZit& michdna pomoci vertikdlné umisténého ocelove-
ho mlchadla s intenzitou 60 ot/min p¥i teplot& mistnoti po dobu
30 min a poté ponechdna 30 minut v klidu. Vznikl4d suspenze byla
'vakuové pfe kalolisovou plachetku filtrovéna, promyta jednim lit-
rem tého% pufru a znovu vakuové odsdta a nerozpustny-materlal
zvi%en /10,2 g/. Imobilizovany materidl hyl po homogenizaci rozdé-
len na dv& stejné hmotnostni E4&sti /ﬁfibliiné as g/, pfiéemi'prv?
ni &dst byla suspendovédna v 50 ml ptedchlazeného acetonu zplsobem,
ktery je uveden v p¥ikladu 5 v&etnd promyti a botnini, druhid Eééﬁ
"byla vpravena do iﬁjekéhi st¥ikadky a vytla&ena do fofmy_véICOVi-

tych dtvard st¥ikafkou bez jehly na hlinikovou félii..Po vytlale-
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ni byl materiil suen tfi hodiny na vzduchu p¥i teploﬁé mist-
nosti. Po Edsteiném vysudeni byl materidl homogenizovdn noZem
na pfibliZnd stejné vélelky, tyto pifelity 50 ml téhoZ pufru a
ponechdny botnat ptes noc pEi +8 °c. '
Bylo ziskdno 3,2 g imobilizovaného papainu o spec1f1cké
aktivit® 0,017 j/mg vlhké hmoty v ptipadé prvém /materidl oSetfe-
ny acetonem/ a 3,6 g tého% imobilizovaného enzymu o specifické
aktivitd 0,0095 j/mg vlhké hmoty Vv pEipadé druhém /postformova-
ny, parcidln& sudeny materiidl/. Oba materidly sedimentovaly
kvantitativnd bdhem n&kolika desitek: sekund, prim&rnéd distribuce
velikosti &4stic prvého JoSetfeného/ materidlu &inila O, 45 of
1, 75 mm, u druhého vzorku /postformovany materidl/ tvofily
E4stice vdlcovité dtvary pr1b11zne 1,0 d‘l 5 mm silné a 1,5 o
4 4,0 mm dlouhé.

P#iklad 7

Bylo pfipraveno 25 ml 0,1 2 /hmota/objem/ vodného roztoku
polylyzinu.HCL o molekulové hmotnosti 40 000 aZ 50 000 v desti-
lované vod&. Do tohoto roztoku byl p¥iddn 25 7 vodny roztok
glutaraldehydu tak, aby jeho koncentrace Vv reakéni sm&si &inila
0,15 procent /objem/objém/} Reak&ni smé&s byla umisté&na na labo-
ratorni t¥epalku a ve zvolenych &asovych intervalech byla sle~
dovdna rychlost polymerace spektrofotometrlcky pfi 415 nm.
Reakce probihala za nepfetrzitého michdni pf¥i teplote mistnosti
po dobu 4 hodin. '

25 ml surového prepardtu invertdzy ziskané rozbitim bunék
a C4dstelnym odstiedénim‘bunééné detritu odpadnich pivovarskych
kvasinek Saccharomyces carlsbergensis o k@ncentraci bilkovin
11,6 mg/ml a specifické aktivité 2,8 j/mg -/substrit sacharoza,
pH 4,9, teplota 30 °c/ bylo smichdno s 25 ml RRP, jehoz zplsob
prxpravy byl uveden v pfedchozim ‘odstavci. Reaklni smé&s byla
1ntenz1vné promichdna a prellta na misku zhotovenou z hlinikové
félie a uloZena na dobu 4 hodin do mraziciho boxu p¥i teploté
-25 °C. Po této dob& byla miska z mraziciho prostoru vyjmuta
a jeji obsah pfelit 0,05 M acetidtovym pufrem o pH 4,9 a pohechén
gamovoln® rozmrazit pEi teplotd mistnosti. Vznikly houbovity
precipitdt byl vakuové zfiltrovédn a vpraven do injek&ni st¥ikal-
ky a vytlafen do formy vdlcovitych dtvard stfika&nou bez jehly .

na hlinikovou folii., Po vytladeni byl materidl suSen 5 hodin na



-17-
231 638

|
'vzduchu p¥i teplotéd mistnosti. Po Easteénem vysudeni byl materxal-

Ihomogenlzovan noZem na p¥ibli¥n& stejné véleéky, tyto pfelity
'50 ml tého% acetatoveho pufru a ponechany botnat pfes noc p¥i.

+8 °c. o

' Bylo ziskédno f,04 g postformovanych &dstic imobilizované
invertdzy ve tvaru véleékﬁ..ﬁvedené mnozZstvi imobilizovaného en-
zymu bylo suspendqvéno v 50 ml 10 Z roztoku sacharozy rozpudténé

" ve zminéném acetdtovém pufru pPH 4,9 a v prib&hu nepfetrzZitého
Michéni'pfi teplpté‘30'oc byla provedena enzymovd inverze sacha-
rozy na smésvglukézy a fruktozy. Enzymovd biotransformace byla
kvantitativni za uvedenich’podmiﬁék reakce za 6 hodin. Tento
postup byl opakovdn tEikrdt s tQu2e ndsadou katalyzdtoru, pF¥idemZ
‘po kazdém ze skonéenjch cykld enzymové inverze byl katalyzitor
odd&len ptes polyamidové sibk%, promyt zminénym pufrem a znovu
pouZit. Primérny stupen enzymové inverze/3 cykly opakovaného

pouZiti téZe ndsady katalyzitoru &inil 86,2 %.

~P¥iklad 8
5 litrd zahu3téné vodné suspenzeﬂbunék Streptomyces phaeo-

- chromogenes /40 objemovych Z biomasy/ obssahujicich enzym gluko-
zoizomeréiu.bylo ochlazeno na +5 °C. Poté byla suspenze desintegro-
vdna dvojndsobnym prichodem 3t&rbinovym mechanickym desintegréto—
rem pEi tlaku 250 atm. Suspenze mezi jednotlivymi desintegracemi
byla pribéZné chlazena tak, aby maximdlni teplota desintegrova-

' né smési nepfesdhla 45 °c. Poté byla suspenze odstfed&na /Janetz-
ki §-70, 5 000 g, 30 minut/ a zakaleny, silné& opalescentni super-
natant slit. Bylo ziskdno 2,8 litru surového 4
enzymového prepardtu o koncentraci 105,6 mg/ml bilkovin a speci-
fické aktivit& glukdézoizomerizy 0,8 /umol fruktozy/mxn/mg bilko- |

oC, pH 9,3, substrat glukoza/

vin /teplota 60
Ke 100 ml popsanym zplisobem ziskané surové glukézoizoﬁéréze_

‘bylo pfiddno 100 ml RRP, jehoZ zplisob ptipravy byl uveden v pFi-

kladu 1 s tim rozdilem, Ze reak&ni doba'pblymerace'éinila jednu

hodinu a s tim rozdilem, e koncentrace flokulantu Elnlla 4 4

a koncentrace glutaraldehydu 2 Z. Aktudlni koncentrace b11kov1n

v reakénl smési &inila 52,8 mg/ml. Reakén1 ‘smés byla: Jednu hodl-

nu nepfetrixté michadz pomoc1 vrtulového oceloveho michadla o

poltu otdfek 60/min p¥i teplotd® mistnosti. Po- této dobé& byl

vznikly houbovxty precipitdt odstiedén IS-OOQ g/15 min/, super-
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natant slit a vznikld hmota vpravena ve formé& vlihkého koldce do
s4&ku 2z kalolisové tkaniny, otvor sééku'pfehnut a zajistén kovo-
vymi svorkami, sdlek vloZen mezi dvé kovové desky ve vodorovné
poloze a vystaven krdtkodobé hydraulickému tlaku'1,25.104 kPa
‘pomoci hydraulického lisu pEi teploté mistnosti po dobu 10 minut.
"Po této dob& byla hmota ve formé& desky mechanicky rozruSena rozléa-
manim na men$i kousky a vpravena do masového strojku se specidl-
ni ocelovou vloZkou o velikosti pord 1 mm a ptes tuto vloZku vytla-
ena do formy amorfnich granuli. Materidl byl suspendovdn ve

100 m1 2 %Z roztoku lepidla /Kanagomu/ v acetonu pfedem vychlazené-
ho na teplotu -20 °c a po dobu 2 minut promichdvdn, poté ostfe
vakuov® odsdt pfes kalolisovou plachetku a na nuli je3t& odsdvdn

_ po dobu 15 minut. Poté byl materidl pfenesen do 100 ml Britton-
-Robinsonova.pufru o pH 8,0 a ponechdn botnat pEi +8 °c pfes noc

v lednici. ‘ :

Celkem bylo ziskdno 8,4 g vlhké hmoty granulovaného pevného
materidlu imobilizované glukozoizomerdzy o specifické aktivité
0,12 /umol fruktozy/min/mg vlhké hmoty. Materidl sedimentoval
kvantitativné bdhem ndkolika sekund. 5 g tohoto materidlu bylo
suspendovdno v 50 ml 1 M roztoku D-glukdzy o pH 9,0. Roztok glu-
kozy byl piedem vytemperovdn na 60 °c. Reak&ni smés byla nepfe-
tr7ité& michdna. Po 4 hodindch reakce za uvedenych podminek doSlo
k izomeraci glukozy na smés fruktozy + glukozy v poméru koncentra-
ci uvedenych monosacharidd v uvedeném pofadi 40 : 60 %. Postup byl
opakovdn se stejnou ndsadou katalyzdtoru je3t& pétkrdt za stejnych
reak&nich podminek se stejnym vysledkem. Katalyzdtor byl po opa-
kovaném poufiti cdd&len z reakéni smési a promyt vodou jiZ popsa-

nym zplsobem.

P¥iklad 9

2,5 kg bun&éné pasty Alcaligenes metalcaligenes obsahujici
enzym aspartiat amoniak lydzu bylo suspendovéno v demineralizované
vod& na celkovy objem 10 litrd. Buné&fnd suspenze byla ochlazena
na +5 °C a poté dezintegrovdna pii tlaku 250 atm trojndsobnym
prichodem 3térbinovym mechanickym dezintegrdtorem. Suspenze mezi
jednotlivymi desintegracemi byla pribé&Zné chlazena tak, aby maxi-
mélni teplota dezintegrované smési nepfesdhla 35 °C.,Poté byla
dezintegrovani suspenze po fdstech odstfedéna zplisobem popsanym

v ptikladu 8. Bylo ziskdno 5,8 litrd surového roztoku enzymu o kon-
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centraci 110 mg/ml bilkovin o specifické aktivitd& 165 /umol
kys., L-asparagové/min/mg bilkovin /substrat fumaran amonny, teplo
ta 37 °c, pH 8,5/. |

Ke 100 ml RRP, jehoZ zplsob pEipravy byl uveden v p¥ikladu
1, bylo pfiddno 100 ml surového prepardtu aspartdt amoniak lydzy
ziskané zplisobem popsanym v pfedchozim odstaveci. Koncentrace bil-
kovin v reakéni smési &inila 55 mg/ml. reakéni smé&s byla jednu
hodinu nepfetrZité michdna, poté odstfedéna za podminek a zplso-
bem manipulace uvedenim'v pfikladu 8. Dédle bylo pfi zpracovdni
materidlu /plsobeni filtra&niho tlaku, életi/ postupovdno rovnéz
zpisobem uvedenym v piikladu 8 s tim rozdilem Ze postformovany
nepromytﬁ.granulovanﬁ materidl nebyl oSetfen ani acetonem ani
roztokem lepidla v acetonu, nybrZ suSen 5 hodin volné na vzduchu.
Po této dobé byl materidl pfenesen do 1,35 M roztoku fumaranu
amonného o pH 8,5 a ponechédn botnat pfes noc pFi +8 °c.
| Celkem bylo ziskdno 7,5 g granulovaného pevného materidlu
imobilizované aspartdt amoniak lydzy o specifické aktivité& 750
/umol kys. L-asparagové/min/g vlhké hmoty; imobilizovany materidl
sedimentoval kvantitativné b&hem nékolika desitek sekund. 5 g to-
hoto materidlu bylo suspendovdno v 50 ml 1,35 M roztoku fumaranu
amonného o pH 8,5. Roztok substrdtu byl pfedem vytemperovdn na
37 °C. Reak&ni smés byla nepfetrZité michdna. R 2,5 h reakce
za uvedenych podminek doflo ke kvantitativni konversi zminé&ného
substritu na produkt, kyselinu L-aparagovou. Postup byl opakovin
'se stejnou ndsadou katalyzdtoru celkem pétkrdt za étejnych reak&-
nich podminek. Katalyzdtor byl po opakovaném pouZiti oddélen z
reakéni smési pomoci polyamidového sitka, na sitku promyt vodou
a znovu pouZit. Prdmérny stupen konverze/5 cykld opakovaného

pouZziti &inil 99,6 7.
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yyanaeene ¥$im 2& RS
Enzymové katalyzatory pro blotransf::j:::} sestidvajied z enzy-
mé mikrobidlniho, rostlinného &i %ivo&isného plvodu, imobili~
zovanych chemicky reaktivnim polymerem rozpustnym ve vodé,
vzniklym reakci ve vodé rozpustné ldatky, obsahujici nejméné
dvd primirni a/nebo sekunddrni aminoskupiny, jako je napfikiad
polyethylen1m1n, hexamethylendiamin, lysin, a polylysin, s bi-
funk&nimi aldehydy dikarboxylovych kyselin, jako je naprxklad
glutaraldehyd, popitipadé ddle mechanicky zpevnenych

Enzymové katalyzdtory podle bodu 1, vyznalené tim, Ze uvedeny
enzymovy mater1al ‘obsahuje enzymy o rdzné &istoté, s vihodbu
technické nebc surové enzymové prepardty, nesouci vyhodné
hydrolédzovou, izomerdzovou, lydzovou nebo racemdzovou aktivi-.

tu.

Enzymové katalyzdtory podle bod& 1 a 2,vyznaéené tim, Ze uvede-
ny enzymovy materidl je imobilizovdn chemicky reaktivnim poly-
merem rozpustnym ve vodé, vzniklym reakei polyethyleniminu s
distribuci jeho molekulové hmotnosti 100 000 aZ 800 000 s glu-
taraldehydem. '

Zpisob vyroby enzymoviqh katalyzdtord pro biotransformace pod-
le bodu 1, vyznaleny tim, %Ze se vodné roztoky mikrobidlnich,
rostlinnych &i Zivo&idnych enzymd o koncentraci bilkovin 5,0
az 500,0 mg/ml 1mob1112u31 uvedenim ve styk s ve vodé rozpust-
nym, chemicky reaktivnim polymerem,.vzn1k1ym reakci ve vodé&
rozpustné latky obsahu31c1 nejméné dvé primdrni a/nebo sekun-
dirni aminoskupiny, s vyhodou polyethylen1m1nem, [ bxfunkén1m1
aldehydy drkarboxylovych<kysel1n, s.vyhodou ] glutaraldehydem,
pti teploté v rozmezi 0 aZ 60 °c ve vodném prostfedi, pii pH

v rozmezi 4,0 az 12,0, pfidemZ reakce uvedencho enzymového
materiélusuvedenim polymerem se provédi pfi teploté& v rozme-
zi -30 aZ +50 °C ve vodném proskfedi a pfi pH v rozmezi 5,0

a¥ 9,0, vzniklé nerozpustné tistice se po oddé&leni z reak&ni
gmési promyji vodou nebo pufrem, naleZ se pdpfipadé mechanic-

ky zpevnuji.
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Zplsob podle bodu 4, vyznaleny tim, Ze se ve vodé& rozpustny

polymer pfipravi z vodného roztoku polyethyleniminu z distri-

buci molekulové hmotnosti 100 000 aZ 800 000 a/nebo z voduného

roztoku polylyzinu s distribuci molekulové hmotnosti 5 000 a3

50 000.

Zplisob podle bodu 4 a S'vyznaéujici se tim, Ze se reakce uvede-
nych enzymovych materidld s uvedenymi reaktivnimi polymery
provadi pf¥i teploté O aZ 45 OC, pfi relativni odst¥edivé sile

1 az 50 000 g, p¥i filtraénim tlaku od 0 do 50 000 KPa, p¥i
stdni ¢i michdni nebo p¥i pFferuSovaném michdni a stdni reak&-

ni smési.

Zplsob podle bodg 4 a 5, vyznalujici se tim, Ze E4stice imobi-
lizovanych ve vodé& nerozpustnych enzymi se popfipadé ddle me-
chanicky zpevnuji &4dstednou dehydrataci pésobenim organickych
rozpouSt&del, s vyhodou acetonem, pop¥ipad& roztoky lepidel
v organickych rozpouSt&dlech nebo jejich smési s vodou, pEi
teplotdch +30 a% -25 oC, popfipadé se vzniklé &dstice pted
a/nebo po mechanickém zpevnéni vhodnym zplsobem posformuji

a parcidlné& vysusi.
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