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{54) Mikrobidlni bun#iné agregaty k pfemén& penicilinu na kyselinu
6-aminopenicilidnovou a zplsob jejich p¥{ipravy

1

Vyndlez se tykéd mikrobidlnich bun&injch agregitl,obsahujicich bunky s vysokjm obsahem en-
zymu penicilinacylézy,které jsou vézdny navzdjem nebo na bun&iné nosile rlznjych druhl organis-
md, kterymi jsou bud celé,neporusené anebo fyzikdln&,chemicky &i biochemicky oSet¥ené bunky nebo
jejich nerozpustné fragmenty,chemicky, kovalentni vazbou a zplUsobu jejich pfipravy.Mikrobialni
bun#iné agregity jsou pouZitelné k p¥ipravé 6-aminopenicilidnové kyseliny enzymovou hydrolyzou
penicilinu,zejména wenzylpenicilinu,pfilemZz jejich vliastnosti,zejména chemicky vysoce stabili-
zovand enzymovd aktivita,dobré sedimentadni a mechanické viastnosti,dovoluji jejich dlouhodobé
pou?iti na principu enzymového reaktoru,vsddkovym nebo kontinudlnim zpisokem,podle volby tech-
nologie enzymové hydrolyzy,resp.volby typu reaktoru,s néslednou izolaci 6-aminopenicilidnové
kyseliny upravou pH @ teploty z ¥iré kapaliny,resultujici po jejich snadném odd&leni.

B&#Zn& zndmé zplsoby pbipravy 6-aminopenicilidnové kyseliny (6-APK),kters je duleZitym mezi-
produktem pro pripravi tzv.polosyntetickych penicilind, jsou v podstaté &ty¥ zdkladnich typul,
piidem% kaZdy z nich mé své vyhody a nevyhody a tim ekonomicki limity.

Jednorézové pouZiti nativnich bunék mikroorgaenismi,obsahujicich aktivni enzym penicilin-
acyldzu k enzymové preménd& benzylpenicilinu nebo fenoxymethylpenicilinu na 6-APK; nap#.NSR
patentovy spis 3.1 114 766 uvédi jednordzové pouZiti nativnich bun&k E.coli ke 3t&peni benzyl-
penicilinu.

Podstatnou nevfhodou vyuziti tohoto postupu v praxi je poZadavek stdlé a opakované pripravy

t&chto bunék novou kultivaci ve velkokapacitnim fermentainim zarizeni,nebof bunky se nedaji
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pouZit opekovan&,nehled& na skutednost kontaminace produktu bilkovinami z autolysovanych bun&k
& zbytky kultiva®ni kapaliny a z toho vyplyvajici sloZitosti volby vhodného izolainiho postupu,

Chemicky zpUsow p¥ipravy 6-APK z penicilfnu; tento zpisob,diskutovany napf.v prehledném
&lénku T.R.Carringtona (Proc.R.Scc.lond.B. 179, 321-333, 1871)je ekonomicky velice narodny,zej=-
ména pro nutnost chemického chrén¥ni skupin penicilinu,ddle pro nutnost pouziti velmi nizkych
‘teplot reakéni smési p¥i chemické hydrolyze (kolem -50 °c),v neposledni *adé pro pouzZiti vel-
kého mnoZstvi organickych rozpoudtédel s omezenou moZnosti jejich regenerace a koneéné pro po=-
uZiti agresivnich ldtek,které prispivajf ke znanému a rychlému opotrebeni vyrobni aparatury
vlivem koroze.Vyhodou tohoto postupu v3ak je moZnost pfiprevy kvalitni 6-APK,neobsahujic{ ba-
lastni bilkovinné pFim¥si a moZnost hydrolyzy vysokych koncentraci penicilinu s dowrym vjté&z-
kem v izoladnim stupni.

Zpusob pripravy 6-APK fyzikdln& nebo chemicky imoeilizovanou penicilinacylézou na nejriz-
n&js{ anorganické,umilé organické newo pFirodni materidly.Pro vazeu na tyto nosife je pouzivd-
no do rizného stupné ¥idt¥nfch prepardti penicilinacylézy,z{skanjch z bun&k mikroorganismi re-
lativn& drahymi,sloZitymi a hlavn& ztrétovimi postupy.Tsk nap¥.¥s.patentovy spis &.145 849 y-
vadi postup EiSt¥n{ penicilinacyldzy & je:{ vazey na nosi&.Tato mnohostuphové p¥iprava konéi
ziskem cca 30 % . pivodnfho mnoZstvi enzymu o &istot¥ technického prepardtu penicilinacyldzy 10
aZ 20 %,veztaZeno na &isty enzym.Tento technicky prepardt enzymu pak slou?i k vazb® na nékteré
nosie napf.polysacharidového typu (komerdn& dostupné pod nézvem Sepharose) po jejich piedcho-
zi chemické aktivaci bromkyanem.

Nosife tohoto & podobnfch typl jsou velice drahé,které néklady na védzany enzym ivyéuji do
té miry,%e jen cca 200 ndsobné pou¥iti védzaného enzymu ve srovndni s jednordzovym pouZitim na-
tivnich bun&k pfind8{ lepS{ efektivost.Llimitujicimi ekonomickymi faktory p¥i tomto zpisobu vy~
roby jsou tedy cena a dostupnost nosife,cena zahrnujfci aktivaci nebo modifikeci nosile a tech-
nologie izoladniho postupu enzymu (cena prepardtu) ve vztahu k dlouhodobé stabilitd a ddinnosti
opakovan& nebo kontinudlné vyuZivaného imobilizovaného enzymu pro p#ipravu 6-APK.PFi tomto zpi-
sobu vyroby je piednosti dobrd kvalita 6-APK,prosté bioloéickich primési, srovnatelnd s chemic-~
kym zpisobem vyroby a podle ndkterych vudajli z Sasopisecké a patentové literatury,také jednodu-
chd izolace a dobry vjt&fek produktu.

Priprava 6-APX fyzikdln& nebo chemicky imobilizovanymi buhkemi produkénich mikroorganismi
obsahujicimi penicilinacyldzu.Tento zpisob je zat{m nejménd prozkoumin a pokud je znémo,zatim
neni ve vyrobnim m¥f{tku vyufivén.0 zpisob vyuiitf imobilizovanych enzymov& aktivnich bunék
jako biokaetalyzdtord je zejména v n¥kolika poslednich letech nebjvaly zdjem (E.J.Vandamme,Chem,
Ind.,1076, 1976) & te z evidentnich ekonomickjch divodi,nebof pfi tomto zplisobu odpadd prede-
vSim ndro¥nd a ztrdtovid technologie &{¥t¥ni a izolace enzymu a véts{ ztrdty jeho aktivity bé-
hem imobiiizace.

Je popsdno fyzikdln{ uzavieni mikrowidlnich bun&k obsahujicich penicilinacyldzu,a to native
nich nevo Zdstein& naruSenjch toluenem,do agarovych granuli (¥s.patentovy spis &.113 908),d4le
nativnich bun&k do poly(akrylamidového) gelu (T.Sato, T.Tosa, I,Chibata, European.J. Appl.Nicro-
kiol.,2, 153, 1976) nebo do vldken triacetdtu celulosy (D.Dinelli, Proc.Biochen. T, 9, 1972).

Uvedené zplisowy nejsou vihodné z hlediska primyslového vyuZiti,nebof pfi tomte zpiisobu je
rychlost enzymové reakce siln& limitovéna difuzf dvoji difuzn{ ®ariérou (gel a bun&ind stén;),
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dochdz{ k nepfi{znivému vytvoreni gradientu pH lokélni kumulaci produktii reakce (6-APK a kyse-
liny fenyloctové) a t{m k inhiwici reikce,v disledku &ehoZ se snifuje reak¥nf rychlost & stupen
hydrolyzy penicilinu a reakce se zastavuje owvykle na nizkém absolutnim vit&Zku (40 ai 70 %)
pfi pomérn& nizkych koncentracich 3t¥peného penicilfnu (1 af 4 %).Dal3{ nevfhodou fyzikdlniho
uzavieni nativnich un¥k do gelové matrice je,%e bunky v pribéhu opakovaného pousiti lysuji,
takZe se z nich enzym epolu s balastnimi bilkovinami uvolnuje,d{m¥ se sniZuje rychlost a t&ine
nost enzymové transformace a také kvalita produktu v ddsledku obsaZenych Wwilkovin.

Déle je popsdn chemicky zpisob imobilizace bun&k mikroorganismi produkujici{ch penicilin-
acyldzu na um#lé organické materdly.Vazba bundk na organicky polymer syntetického plivodu se pro-
védl em{Senim s ndslednou chemickou reakc{ bun¥k ve vodné suspenzi s nejlast&ji sférickyimi Sds-
ticemi polymeru (ziskanymi ci{len¥ vedenou polymeraci), jen# obsahuje skupiny chemicky aktivn{
ke skupindm povrchu wunék.Resultuj{ polymerni &éstice,které nesou celé bunky pfipcjené chemic-
ky,pravdEpodobn¥ kovalentni vazbou.Chemicky zpisob imobilizace bun&k rizngch mikroorganismi na
umélé organické materdly vedoucf k prepardtim pouiitelngch k nejrtzn&jsfm enzymovym transfor-
macim je popsdn v NSR patentovém spisu DOS 2 513 929 a rovns je znémy vyhredné& k pripravé 6-
~APK.

Pcstup imobilizace enzymové sktivnich bun&k podle NSR patentového spisu DOS 2 513 929 spo-
¢ivd v reakci bundk s reaktivnim monomerem a v ndsledné polymeraci nebo kopolymeraci nebo s
glycidylmethakryldtovym polymerem,popfipadé v kombinaci s kovalentn{ fixac{ enzymil uvnit¥ bu~
nék vhodnym wifunkénim &inidlem.

Znémy postup pripravy a vyufit{ pevnéhe biokatalyzdtoru k premé&né benzylpenicilinu na 6-
~APK spodivid ve vazb& hyperprodukdnich mutant E.coli obsahujicich vysoké mnoZstvi peniciline-
acyldzy na sférické Zdstice syntetickyéh polymer: pifedeviim na bdzi methakrylaldehydu (aktivni
aldehydové ukupiny),glycidylmgthakrylétu (aktivni{ epoxidové skupiny) apod.,a to tak,Ze se poly-
mer nejprve oset¥{ aminem,&{m? se pievede na pifisluiny aminopolymer @ ndsledné navazini iunék
na povrch ¥dstice se provede pomoci bifunk®niho &inidla.Dlouhodobd enzymové stabilita a Wdin-
nost ziskanych prepardtl imobilizovanych bunk pfi opakovaném pouZit{ pro hydrolyzu 7% (hmo-
ta/objem) vednjych roztoki solf benzylpeniciligu na 6-APX v michaném reaktoru a dobré sedimen-
tadni & mechanické vlastnosti umoZnuj{ promyslové vyuZiti.

Zjistilo se nyni,Ze pro vazbu bun¥k s vysokym obsahem pénicilinacylézy lze pouZit nejriz-
n&j¥ich mikroerganismd nebo jejich fragmentli,které lze pro dany ufel pPipravit cilenou kulti-
vac{.S vyhodou lze pou¥it odpadnich materidlu mikroorganismﬁ (odpadni biomasy) po fermental~
nich vyrowdch jakéhokoliv druhu.Napf.lze pouZit odpadnich kvasinek po vyrobé piva,odpadniho
mycelia p¥i vyrob& antibiotik,aminokyselin,enzymi nebo odpadniho bun&¥ného materidlu v podsta-
t8 po jakékoliv primyslové biotransformaci.Postupem podle vyndlezu lze tak mnohondsobn® ekono=
mizovat vyrobu 6-APK timto zplisowem,nedof cena bun&k mikroorganismi jako nisile je zanedbatel-
né ve srovndn{ s jakymkoliv uméle pFipravenym nosifem syntetického nebo prirodniho pivodu,v
pFipadd pouzit{ odpadni mikrobiélﬁi biomasy po v&t3in& vyrob je prevdin¥& nulovéd,nebof s likvi-
dac{ bun¥dného odpadu maji{ vyrobni podniky,zvlédst& farmaceutické,asto potife,které Fes{ odvo-
zem t¥hto materidld do zemZdélskych podnikl ke hnojeni poli &i k p¥iddvéani do krmnjch smési,
popfipadé spalovénim.

Podstata vyndlezu spodivé ve vyu¥iti mikrobidlnich bun&k a jejich fragmentli jako nerozpust~
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nych nosidd pro vazbu mikrobiélnich bun¥k obsahujicich poZadovany enzym, prostfednictvim do re-
akce vstupujicfho bifunkinfho &inidla,glutardialdehydu.Kovalentni vazba mezi bunkou vézanou a
bunkou nebvo jejim fragmentem majici charakter nerozpustného noside,vznikd pfevdiné& reakci amino-
skupin povrchu jedné buhky nebo jejihi fragmentu s bifunkdnim &inidlem na jedné strand a timto
$inidlem s aminoskupineu druhé buiky na stran® druhé,pififemi dojde ke kovalentnimu zesi{téni a
fixaci vnitrobun&¥nych bilkovin a tim i poZadovaného enzymu v takto vzniklém mikrbbiélnim agre-~
gatu. .

Xovalentni vazba je tady uskutein¥na bifunkinim &inidlem,které reagﬁje predeviim s amino-
skupinemi pFirozen¥ se vyskytujicich aminopolymeri tvorfeich povrchové struktury mikrobidlni
wwiky (bundnd st¥na,cystoplasmatickd membréna).U prokaryontnich mikroorganismi,zejména bakte-
ri{,se této reakce Wdastni piedeviim mukopolymer (murein),u eukaryontnich mikroorganismi piede-
viim chitin & chitosan.Do reakce vstupuji pravddpodebn¥ i strukturdln{ bilkeviny bun&énjfch po-
vrehid.Chemickou strukturu bun&inych povrchl bohatou na aminoskupiny dostatelné popisuji pro
proquyontni mikroorganismy,zejména bakterie,D.A.Reavliey a R.E.Burge (v Advan.Microbiol,Phy-
siol., I, é—?l, ed A.H.Rose & D.W.Tempest, Acad,Press, London N.Y., i972),pro eukaryontn{ or-
glnigmy,zejménn plisné a vy3%i houby, J.M.Aronson (v The Fungi, 1, 49-76, ed. G.C,Ainsworth
& A.S.Sussman, Acad.Press, N.Y. & London, 1965).U t&chto druhl organismi,kde je prirozené& se
vyskytujic{ aminopelymer tvo¥fci integrdini soulést nerozpustné struktury povrchu bunék pro re-
skoi s ®ifunkinim &inidlem nedostupny,krypticky,napf.u gramnegativnich mikroorganismi (bakte-
rif),lze bunky libovolngm zplisobem destruovet a ziskat tak nerozpustné fragmenty bundk (ghosts),
které lze jiZ pro uvedeny princip reakce podle vyndlezu pouiit.Stejn& tak je moZno chemicky,
nap¥. trichloroctovou kyselinou prfedem odetiit n¥které druhy mikroorganismi,napf.z rodu Bacillus,
kde je mureinovd vrstva pPekryta polymerem sloZenjm z derivdtl teichoovjch kyselin.Rezultuji
dlouhd nahd nerozpustnd dutd vldkna obsahujic{ na povrchu prakticky éisty murein,na jejichZ po-
vrch lze pak bunky prest¥ednictvim bifunk¥niho ¥inidla kovalentnd vézat.RovnEZ je moZno pfedem
ofetFit bunddny nosi biochemicky,enzymovy netrivenim,napi.lysozymem,chitindzeu.Koneiné je moz-
né prostFednictvim vhodného flokula¥niho Zinidla nebo jinyeh létek,idastnicich se reakce s glu-
tardialdehydem,kovalentné vézat bunky navzdjem.

Postupem podle vynilezu rezultuji dobfe sedimentujici,nerozpustné,kovalentn¥ zesit®né mi-
krovidlni agregéty tvoric{i integrélni jednotky s vysokym stupndm zachycené poZadované enzymové
aktivity,které lze opakovan¥ pou%it pro enzymovou katalyzu. ’

Predm&tem vyndlegu jsou mikrobidlni bun¥¥né agregdty obsahujici bunky s vysokym mnoZstvim
enzymu penicilinacyldzy k pfemén¥ peniciliﬁu.zejména henzylpenieiliﬁu na kyselinu 6-aminopeni-
cilinovou,vyznadené stim,%e sestévajl z enzymové aktivnich mikroorganismi chemicky vdzanych
prostiednictvim polyfunkinich aldehyd&,avvjhodou glutardialdehydu,navzdjem nébo na jiné bunky
rignfch druhd organismd,kterymi jsou bud celé,neporudené,nativni anebo fyzikdln¥,chemicky &i
biechemicky o¥et¥ené bunky &i nerozpustné fragmenty prokaryontnich nebo eukaryontnich bun&k
rizné morfologie. '

Mikrobidln{ bun¥3né agregity podle vyndlezu jsou ddle vyznaleny tim,%e celé,rneporusené,na~
tiwnd anebo fyzikédln#&,chemicky,&i biochemicky oSetiené bunky 81 nerozpusiné fragmenty prokary-
ontnich nebo eukaryontnich bun&k jsou ve tvaru vléken,kulovitych,elipaoidnich.popiipadé jingoh
dtvard o rozm¥rech 1,1 a% 1 000 am,&i dunédnych fragmentl tdchto bunék vzniklych samovolnou
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nebo uméle navozenou autolyzou,&i jakymkoliv jinym zplsobem,navozenym rozruSenim.

Pri vyrobé mikrobidlnich bun&dnych agregdtl se podle vyndlezu postupuje tak,Ze se nechaji
' reagovat celé neporudené,nativni anebo fyzikdln&,chemicky ¥i biochemicky oZet¥ené bunky 8i ne-
rozpustné fragmenty prokaryontnich nebo eukaryontnich bun&k rizné morfologie s enzymové aktiv-
nimi bunkemi s penicilinacyldzovou aktivitou a polyfunkdnim aldehydem.

Reakci lze provad#t v pfitomnosti flokuladniho €inidle s vyhodou flokula&nfiho finidla,kte-
‘ré méd nejméngé dvEé primdrn¥& anebo sekunddrn& aminové skupiny vstupujic{ do reakce.

Zpﬁaobem podle vynélezu lze postupovat také tak,Ze se enzymové sktivni bunky s pericilin-
acyldzovou aktivitou nechaji reagovat s polyfunkdnim eldehydem,s vyhodou glutardialdehydem v
pritomnosti flokula¥nfho &Einidla.

Vyhodné je poufit flokuladni &inidlo,které md nejmén& dvé primdrni anebo sek.aminoskupiny
vatupujic{ do reakce, '

Zplisob podle vyndlezu je ddle vyznafeny tim,%e po reakci s polyfunkinim aldehydem,s vyho-
dou glutardialdehydem se ziskané agregéty promyji organickym rozpoudtédlem neinaktivujicim pe-
nicilinacyldzu,vybranym ze skupiny,sestavajici{ z cyclohexanu,benzenu,benzinu,toluenu,xylenu,
trichlormethanu, tetrachlormethanu, trichlorethanu,dichlorethanu,chlorbenzenu,methylesobutylke-
tonu,cyglohexanonu,butylacetétu,popfﬁpadé jejich smési.

Pri vyrob#& mikrobidlnich bun&¥njch agregiti podle vyndlezu je moZné pouziti odpadnich bu-
n&k orgenismi nebo nerozpustnych fragmenti z nich pfedem pfipravenych &i samovolné vzniklych.

Ddle predmétem vyndlezu je zplsob pripravy mikrobidlnich bun&&nych agregdtli vyznaleny tim,
%e se enzymové aktivn{ bunky s penicilinacyldzovou aktivitou smis{ s polyfunk&nim aldehydem,

‘s vyhodou glutardialdehydem,nadeZ se zchlad{ pod teplotu téni.

P¥i tomto zplisobu lze s vyhodou pouiit enzymové aktivnich bunék s penicilinacylézovog ak-
tivitou &dstedn& autolyzovanych.

Déle je zpisob pfipravy mikrobidlnich buninych sgregdtl podle vyndlezu,vyznaleny tim,Ze
se pouZije polyfunk®niho aldehydu v mnoZstvi 0,1 a% 10 % hmotnostnich {(w/v).

Nikrobidln{ bunséné agregdty podle vyndlezu obsahuji bunky s vysokym mnoZstvim enzymu pe-
nicilinacyldzy k prem&né& penicilinu,zejména benzylpenicilinu na kyselinu 6-aminopehiciliénovou,
pPidemZ jsou enzymov& aktivni mikroorganismy chemicky vézény navzédjem nebo na jiné bunky riz-
nych druhti organismi, kterymi jsou bud celé,neporuSené,nativni anebo fyzikédlng&,chemicky &i bio-
chemicky oSet¥ené bunky &i jejich nerozpustné fragmenty,piidem? vlastnosti t&chto agregdtl,zej-
. ména chemicky vysoce stabilizovand enzymovéd aktivita a dobré sedimenta®ni a mechanické vlast-
nosti,doveluji dlouhodobé opakované nebo kontinudlni pouZiti na proncipu enzymového reaktoru,
podle libovolné volby technologie & ndslednou izolaci 6-aminopenicilidnové kyseliny upravou
rH a teploty z &iré kapaliny,rezultujici po jejich'snadném odd&len{ z reak¥ni smé&si.

U mikrobidlnich bun&¥nfch agregitl podle naleho vyndlezu jsou enzymov& aktivni bunky mikro-
organismt snebo jejich enzymov& aktivn{ nerozpustné fragmenty glutardialdehydem chemicky navd-
zdny n& povrch celych,neporuéenjch;nativnich anebo fyzikdlné&,chemicky &i biochemicky piedem
oSet¥enjch prokaryontnich nebo eukaryontnich bun&k rizné morfologie,fi fragmenti t&chto bunék,
vznikljch samovolnou nebo umdle navozenou autolyzou,&i jakjymkoliv jinym zplisobem navozenym roz-
ruSenim, 8imZ dojde nejen ke kovalentni vazb& mezi bunkami majfcimi charakter noside,nybri i ke

kovalentnfmu zesftsn{ vnitrobun&iného obsahu celého bun&iného agregitu a tim i k chemické fim
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xaci @ stabilizaci penicilinacyldzy a zamezeni kontaminace vzniklé 6-aminopenicilidnové kyse-
liny biologickymi pFimésemi,zvl4%t& pilkovinného charakteru.

Pro jejich pFipravu lze pout{t bun&k organismi nebo nerozpustnych fragmenti z nich pfedem
pFipravenych &i samovolné vzniklych,patficich mezi bakterie.zvléété grampositivni, gramnegativ-
ni a aktinomycety,nizsi a vy3si houby,zejménz plisné,kvasinky a vegetativni mycelia n&kterych
basidiomycet,vyjimaje viechny pathogenni mikroorganismy,rickettsie,mykoplasmata a viry.

Velikost,sedimantadni vlastnosti a stupen zachycené enzymové aktivity penicilinacyldzy ko-
valentn# zesiténych sgregéth bundk jsou Fizeny hmotnostnim pomérem vdzanych bunék ku bunkém
noside &i jejich nerozpustnym fragmentlm, pFitomnost{ &i nepfitomhosti flokuladniho &inidla v
reakéni smési, jeho kvalitou a koncentraci,dobou stani bun¥iné suspense v piitomnosti flokulan-
tu,hodnotou pH reakdéni smési a reakdni teplotou a pouZitou technikou kovalentniho zesiténi bu-
né&k glutardialdehydem;zahrnujici sténi,michéani o rizné intenzit&,mrateni a ndsledné pomalé roz-
mrazovani,lyofilizaci,suSeni,nebo kombinaci t&chto technik.

Obsahuje-1li létka schopné zpisobit flokulaci bunék nejméné dv¥é primarni anebo sekundarni
eminoskupiny,vstupuje do reakce zprostiedkované glutardialdehydem a ma funkei mezibun#iné pro-
storové spo jky.

Po reakci s glutardialdehydem ziskané bunédné agregity se promyji organickym rozpoustédlem
neinaktivujicim penieilinacylézu v zesiténjch agregitech,¥imZ dojde k vyplaveni nezreagovanych
lipoidnich létek,které jsou souddst{ struktury wsun&éngch povrchii, bun&¥nych stén a cytoplasma-
tickfch membrén,a tim ke zdokonaleni difuznich vlastnosti t&chto agregdtl.

Zplisobem podle vyndlezu bylo pouZito k pripravé mikrobidlnich bun&nych agregidtll hyperpro-
dukén{ mutanty Escherichia coli - 77 obsahujici{ vysoké mnoZstvi penicilinacyldzy,kterd byla
ziskéna genetickou manipulsci postupem podle %s.autorského osvéddeni &.162 274; kmen je chré-
nén podle &s.autorskéne osvédieni &.188 631.Je samoziejmé,ie pouitim jiného produk&niho mikro-
organismu (kmene) lze podle vyndlezu pripravit agregity s odlisnym kvalitativnim a kvantita-
tivnim zastoupenim enzymovych aktivit.

Velikost mikrobidlnich agregéth byla posuzovéna mikroskopicky (optickym mikroskopem) s po-
uZitim kelibrovaného mérného okuldru pfi rizném szvEtSeni.Nékteré agregity byly posuzovény scann-
-elektronovym mikroskopem.Sedimentaéni viastnosti byly hodnoceny bud centrifugac{ pfi definova-
né relativni centrifugadni sile & dob& (obvykle 500 G, 5 min.a méné),nebo poufitim sedimentad-
ni hematologické soupravy béZné uZivané pri vyéetfovéhi sedimentace krevnich té&lisek po odbé~
ru krve v huménn{ medicin¥ (M test),pop¥ipadé sedimentaci stédnim v odmérném valei.

Stabilita enzymové aktivity mikrobidinich agregith byla hodnocena dlouhodobym t¥epdnim vod-
né suspenze t¥chto agregati (obvykle 10 g vlhké hmoty/100 ml) pFi teploté 30 % v 500 ml var-
njch bankéch umistdngch na rotanim t¥epacim stroji o podtu otd¥ek 240/min.Ve zvolenych Zaso-
vjéh intervalech byly odebirény vzorky suspenze & hodnocena enzymovd aktivita v sedimentu a
supernatantu.

V nékterjch piipadech byly hodnoceny mechanické viastnosti mikrobidlnich agregdtd dlouho-
dobjm t¥epénim vodné suspenze t¥chto agregitt za vySe uvedenjych podminek s tim rozdilem,Ze ban-
ky byly opatFeny jednim nebo nékolika vlisy (zardkemi).Mimo enzymovou aktivitu sedimentu &
supernatantu byla méfens rychlost sedimentace a prom¥&rné velikost agregdtil po vystaveni mecha~-
nickym vlivam.
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Aktivita penicilinacyldzy byla hodnocena spektrofotometricky barevnou reakci p-dimethylami~
nobenzaldehydu s 6~APK podle &s,patentového spisu &.116 959 v modifikaci podle Balasinghama a
sp. (Biochim.Biophys. Acta, 276, 250, 1972),pFi 42 °C & hodnoté PH 7,6 v oblasti reakdn{ kineti-
ky nultého Pddu.Jednotka enzymové aktivity je takové mnoZstvi enzymu,které katalyzuje vznik
jednoho wmolu 6~APK z benzylpenicilinu,respektive jeho sol{ za hodinu.

V dalsim je vyndlez Wli%e objasnén v p¥ikladech provedeni,ani¥ by se jimi omezoval.

Priklady provedeni

Priklad 1

Submerzni kultivac{ asporogenniho kmene Bacillus megatherium CCM 2037 ve 150 1 fermentadnim
tanku pfi teplot¥ v rozmez{ 40 a7 48 °C v pF{tomnosti vysokych koncentraci aminekyselin (ve
formé& kukuriéného extraktu) postupem podle J.Chaloupky a sp.,(Biotechnol.and Bioeng. Symp.No. 4,
985 az 993, 1974) wylo ziskdno pribliZné& 3 000 g wun¥iné hmoty.Timto zplisowem bylo docileno
tvorky velmi dlouhych vlidken uvedeného kmene.

2 000 g takto ziskané nativni bun&iné hmoty bylo suspendovéno ve 2 000 ml vody,za michani za-
h¥4to na 64 °C a priddno 4 000 ml 10% (w/v) kyseliny trichloroctové predehfdté na 62 9. smés
byla za michéni ohPdta na 80 °C a pri této teplotd zah#ivdna 20 minut.Poté byla smés ochlazena
ne 30 °C,suspenze bun¥k odstiedéna a bun&nd hmota promyta 25 1 vody.Takto Bylo ziskdno 1010 g
vlhké bunéiné hﬁoty ve formé& pasty; velikost vidken se pohybovala v rozmezi 15 a% 30 um.

745 g vlhké hmoty popsanym zplisobem ziskané a oSetPené buniiné pasty B.megatherium bylo spolu
8 15 g vlhké hmoty bun&k E.coli - 77 oesahujicich penicilinacyldzu suspendovéne v 50 ml 0,1M
fosfdtového pufru, pH 7,0 v erlenmayerové bance a p¥iddny 4 ml 50% roztoku glutardialdehydu.
Banke 8 reakdni smési byla umisténa na reciproky t¥epaci stroj o po&tu kyvi 200/min, pFi tep-
lot& 27,5 °C po dobu 3 hodin.Poté byla reakdni smés zi¥ed&na 6x vodou,odstieddna (1000 G,5 min. )
& sediment suspendovin do 250 ml vody a suspenze znovu odstFed#na (5000 G, 10 min.).

Popsanym postupem wyle ziskéno 23 g vlhké hmoty (ve form#& pasty) mikrobidlnich agregati obsa-
hujicich 49,4 % pivodni aktivity penicilinacyldzy o specifické aktivité enzymu 2,32 j/mg vlhké
‘hmoty prepardtu.Velikost agregdti &inile primérn& 25 A,

2,5 g vlhké hmoty agregdtl suspendované v 50 ml vody kvantitativn¥ sedimentovale p#i 100 G,5
min. (¥iry supernatant).

Vodnd suspenze ziskenjch agregitl (15 g pasty/50 ml) byla emulgovdna ve 100 ml toluenu v pomé-
ru 114 (v/v) obsahujicim 2 % (v/v) smdiedls (SPAN-85) & tato emulze byla m{chéna v 500 ml vare
né bance se t¥emi vlisy (zardZkami) na rotasnim trepacim stroji (240 ot/min.) 3 hodiny pFi

28 °C.Emulze wyla odstiedéna (5000 Gy 10 min.) & sediment byl 2x promyt 50 ml 10% (v/v) vodné-
ho roztoku smidedla (Tween-20) a 2x 250 ml vody; suspenze odstfed&na vidy 15 minut pFi 5000 G.
Specifickd aktivina enzymu popsanym zpisobem ofetFenych agregiati &inila 3,45 j/mg vlhké hmoty,
tj. 149 % hodnoty specifické aktivity neodetFenych agregatii.
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Priklad 2

7a 300 g vlhké pasty nativnich (neoSetfenych) bunék Bacillus megatherium ziskené kultivaci po-
dle pFikladi 1 bylo piipraveno 1000 ml suspenze v 0,05 % (w/v) NaCl & jejf pH upraveno‘na hod-
notu 7,0.P0 ohifdti suspenze na 36 ¢ bylo p¥idéno 0,2 g vajefného lysozymu & amés pFfi této tep-
lot® michéna 30 minut,poté byla hodnota pH upravena na 9,0 25% roztokem NaOH & smés prudce o-
nfFéte ne 80 °C & zahF{ivéna jedté& 10 minut pFi této teplotd.Smés byla ochlazena na 30 %¢ a hoi-
nota pH upravena konc.kyselinou chlorovodikovou na 7,0.

7 10 g této suspenze & 10 g vlhké pasty punék E.coli - 77 obsahujicich penicilinacyiézu bylo
pFipraveno 50 ml vodné suspenze & jej{ pH upraveno na hodnotu 7,6 50% (w/v) roztokem NaOH & pii-
dédny 2 ml 50% roztoku glutardialdehydu.Reakdn{ smés byla michdns na reciprokém t¥epacim stroji
(200 kmitl/min.) 6 hodin pii teplot& 29 %c,poté zied#na 2x vodou a odst¥edéna (500 G, 10 min,);
gsediment byl rozmichdn ve 200 ml vody & znovu odstPeddn (5000 G, 15 min. ).

Popsanym zplsobem ziskand vlihkd pasta agregdtl obsahovala 24,9 % plivodni aktivity penicilinacv-
ldzy; specifickd aktivite enzymu &inila 1,44 j/mg vlhké hmoty prepardtu.Agregdty vykazovaly pri-
mérnou velikost 110,um @ k jejich Uplné sedimentaci vedlo odstFedéni pFi 500 G po dobu 10 minut

(8iry supernatant).

Priklad 3

Bun&dnd pasta B.megatherium ofetfend kyselinou trichloroctovou podle pFfikladu 1l,byla v mnoiétvi
10 g vlihké hmoty smichéna s 20 g pasty bunék E.cold obsahujicfch penicilinacyldzu a ze smési
pFipraveno 200 ml vodné suspenze,jejiZ hodnota pH byla upravena na 7,9 50% roztokem NaOH.X sus-
penzi bylo pfidédno 20 ml 10% vodného roztoku (w/v) SedipuruR KA,zamichéno a pon¥chdno 18 hodin
stdt pPfi teploté +8°C.Po této dob¥ byla hodnota pﬂ upravena na 7,4 25% roztokem NaOH a do sus-
penze vmichdno 16 ml 25% roztoku glutardialdehydu; smés ponechédna stédt 3 hodiny pFi teploté
24,5 °C,poté bylo pPidéno 100 ml vody,suspenze odstredéna (500 G 10 min.) & sediment suspendo-
vén v 1000 ml vody & zfiltrovdn pies silonovou tkaninu o velikosti ok 500 cum, Agregdty zachyce-
né na filtru byly suspendovény ve 200 ml vody a odstFeddny (5000 G, 15 min.).

Ziskany prepardt (56,2 g vlihké hmoty) obsahovel agregity o velikosti prum&mé#& 1400 aum o speci-
fické aktivité enzymu 0,99 j/mg vihké hmoty; zachycend aktivita ¥inila 30,5 % pivodni aktivity
penicilinacyldzy. Stni vodné suspenze (10 g/100 ml) agregdtd v odmérnéy valei vedlo ke kvantita-
tivnl sedimentaci b&hem 5ti minut.

U popsanym zpisobem ziskanjch agregiti byla testovéna stabilita enzymové aktivity spolu s me-
chenickymi vlastnostmi pfi dlouhodobém michdni vodné suspenze 10 g vlhké hmoty agregdti (106 ml
v 500 ml varné bance) opat¥ené jednim vlisem (zardikou) tak,jak je uvedenoc v popisu vyndlezu.
2a 60 dn{ klesla polatedni aktivita sedimentu na 98,5 % a v supernatantu se objevil slaby zd-
kal; za uvedenou dobu nepFetrZitého michdni &inila velikost agregdtl priumE#rn& 1000 cum a rychlost
sedimentace byla o n¥co pomalejdi, (8iry supernatant rezultoval aténim v odm&rném vdlci za 10

minut ).

Péfklad 4
Bun&&nd pasta E.coli obsahujfci penicilinacyldzu byla suspendovédne ve vod& na hodnotu 400 mg

vlihké hmoty/ml & tato suspenze byla desintegrovine StyFnésobnou recyklaci na mechanickém des-
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integrdtoru Manton-Gaulin p#i tlaku 340 kp/cm2 pfi laboratorni teplot &, Homogendt byl odstFed#n
(5000 G/1 h),

10 g vlihké hmoty fragmentd E.coli bylo ve smési s 20 € vlhké hmoty neporusenych bun&k E.coli
tého? kmene obsahujfcich penicilinacyldzu suspendovéno ve vod& na vysledny objem 200 ml.Hodnota
PH suspenze byla upravens 25% roztokem NaOH na 7+5 & suspenze byla po smiSeni g 16 ml 25% roz-
toku glutardisldehydu vpravens do 500 ml varné banky a umist&na na rotadn{ trepaci stroj.Reak-
ce probihala za michdni (240 ot/min) 3 hodiny p#i teploté 26 °C.Poté byla reakini smés zFedénas
100 ml vody a odstF¥ed&na (500 G, 5 min),sediment promyt 250 ml vody @ znovu odstfeddn (5000 G,
15 min),

V takto ziskaném prepardtu mikrobidlnich agregdtd (41,5 g vlhké hmoty) bylo zachyceno 81 % pi-
vodni ektivity penicilinacylédzy, specifickd aktivita enzymu &inila 1,80 j/mg vih é hmoty prepa-
rétu.Velikost agregdti byla prim&rné J20um a jejich \plné sedimentace bylo docileno sténim
suspenze ve vilel (5 g vihké hmoty agregdti/100 ml) po dobu 10 minut.Ddle byla aledovéna sta-
bilita enzymové ulinnosti agregiti podobné& jako v piffkladu 3; banka nebyla vSak opat¥ena vli-
sem.Po 40 dnech nepretrZitého mfichini nedo3lo k poklesu enzymové aktivity v sedimentu a Eiry
supernatant vykazoval nulovou asktivitu.

Katalytickda uU&innost mikrobidlnfch agregatll byla ovéFena pfi opekovan® provédsné hydrolyze ben-
zylpenicilinu.Mno%stvi 10 g vlhké hmoty popsanym zpiisobem p¥ipravengch agregidti bylo vpraveno
do 100 ml michaného reaktoru a dopln#no na 50 ml vodou. Teplota béhem enzymové hydrolyjzy byla
udrfovéne na 37 °¢C a provadéna kontinudlni vprava pH na hednotu 7,6 Epavkovou vodou. Agregity
byly vidy odd&leny z reakdni smési odstied&nim (500 G, 5 min) a pouZity pro dalsi opakovany
cyklus enzymové konverze.Za uvedenjch podminek byla udinnost konverze 6,25% roztoku Na-soli
benzylpenicilinu na 6-APK 82,3 % za 1 1/2 hodiny pro prvni cyklus, 81,5 % za 1 1/2 hodiny pro
2.cyklus a 82,6 % za 1 1/2 hodiny pro 3.cyklus opakovandho pouziti.

Pr{klad 5 ,

Z 10 g vlhké hmoty nativnich bundk E.coli obsahujicich penicilinacylézu & 5 g vlhké hmoty frag-
menth bunék E.coli tého% kmene ziskenjch postupem uvedenym v pFfikladu 4,bylo biipraveno 50 ml
vodné suspenze, jeji% pH bylo upraveno na hodnotu 7s5. K této suspenzi bylo pfidéno 2 ml 10%

Ryaa vmichdno 4 ml 25% roztoku glutardialdehydu a smés nalita

(w/v) vodného roztoku Sedipuru
ne kovovy tdc z nerezové oceli v tenké vrstvE.Vrstva byla ponechdna 15 minut pFi laboratorni
teplot¥,ddle pak 3 hodiny pfi teplot® ~-20 °C a nakenec pomalu rozmrazovéna 16 hodin p¥i teplo-
t& 8 °C.2iskand hmota byla za& vlhka rozfezdna a utvary smichany se 100 ml vody.Poté byly Sdsti-
ce homogenizovdny 1 minutu velmi intenzivnim michanfm ocelovym vrtulovym michadlem a homogenét
odstfedén (500 G, 5 min).Sediment byl suspendovén v 500 ml vody a filtrovédn pFes kovové sito

z nerezové oceli (pramé&r ok 0,7 mm), Zachycené agregdty byly ze sita smyty 250 ml vody & odstie-
d¥ny (5000 G, 15 min).

Popsanym zpisobem z{skané mikrobidlni agregéty vykazovaly priumé&rnou velikost 1750 um & kvanti-
tativn& sedimentovaly pii sténf suspenze (2)5 g vlhké hmoty agregitli/50 ml) za& 5 minut.Zachy-
cend enzymovd aktivita preﬁarétu byla 34,3 % pFi specifické aktivits 1,23 j/mg vlhké hmoty.

555 & vlhké hmoty t&chto agregdtl bylo suspendovéno ‘ve vod& na celkovy objem 100 ml a vpraveno
do 500 ml varné banky s jednim vlisem & zplisobem uvedenym v pFikladu 3 byla sledovdna stabilita
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aktivity penicilinacylédzy & mechanické viestnosti agregdtii.Po 30ti dnech nepoklesla enzymova
aktivita v sedimentu; slabd opalescentni supernatant nevykazoval enzymovou aktivitu a agregaty

o primérné velikosti 1200 am sedimentovaly za vy3e uvedenjbh podminek zcela za 10 minut.

Priklad 6

Vlihky odpadni bun¥ny materidl Streptomyces rimosus po vyrobé oxytetracyklinu (1500 g vlhké
hmoty) byl promyt 20ti litry vody @ odstfed&n na poloprovozni centrifuze Sharples s vytéZikem
1300 g vlihké hmoty tohoto materalu.

. 10 g vlhké hmoty té&chto nativnich promytych bunék a 20 g vlhké hmoty bundk E.coli obsahujicich
penicilinacyldzu bylo rozmichdno ve vod# na celkovy objem 200 ml; k suspenzi bylo pFidéno 16 ml
25% roztoku glutardialdehydu.Reak&ni smés byla pomalu michéna kovovym vrtulovym michadlem (400
ot/min) 3 hodiny pFi teplot& 20,5 O¢, pri%emz bylo pH reakéni smési udriovéano 10% roztokem NaOH
pomoci pH-statu na hodnotd 7,0.Po této dob& byla suspenze z¥eddna pridanim 100 ml vody a odstPe-
déna (500 G, 5 min); sediment byl dvakrat promyt 250 ml vody a odst¥eddn (5000 G, 15 min).
Popsanym zplisobem bylo ziskdno 24,2 g vihké hmoty mikrobidlnich agregitil, Zachycend aktivita
penicilinacyldzy v tomto prepardtu &inila 28,6 %,specifickd asktivita enzymu byla 1,52 j/mg
vlhké hmoty prepardtu.igregaty ve vodné suspenzi 5 g vlhké hmoty/100 ml kvantitativné sedimen-
tovaly po 5ti minutéch stdni; jejich velikost se pohybovala prumérné okolo 450 aum.

7a podminek uvedenjych v pfikladu 3 byla tegstovana stabilita enzymu u té&chto agregati s tim roz-
‘d{lem,Ze varnd banke nebyla opatfena vlisem.PO 28 dnech michdni nebyl zjiStén pokles aktivity
enzymu v sedimentu,pFifemZ ve slabé zakaleném supernatantu bylo zjisté&no 5,9 % vychozi enzymo-
vé sktivity suspenze.

Ddle bylo pouzito 50 ml suspenze,kterd obsshovala 5 g vlihké hmoty agregiti ve vod&€ k jednord~
zové enzymové hydrolyze 6,25 % (w/v) roztoku Ne-soli benzylpenicilinu na 6-APK,za podminek u-

vedenyeh v prikladu 4 s teoretickym vyt&zkem 73,5 % 6-APK za 2 hodiny.

Prikled 7T

Vihké pasta bunék Streptomyces rimosus ziskanid promytim odpadniho bun¥Eného materilu, jak je u-
vedeno v p¥ikladu 6,byla v mnostvi 900 g rozmichéna v 1100 ml vody a po ohP{ti této suspenze
na 30 °C bylo pfiddno 2000 ml 10% (w/v) roztoku kyseliny trichloroctové predenhfdté na teplotu
80 °C; sm&s byla zahFita na teplotu 80 °C za pomalého michéni a pii této tepleté udriovéna jes-
t& 15 minut.Ke smési byly pfiddny 4 1 studené vody a bunky separovany odstiééénim na polopro-
vozni odstFedivce Sharples,Bun#ind hmota byla promyta 20 1 vody a odstFedéna na témie zafizend
do formy bun&fné pasty.

2,5 g vlhké hmoty této pasty & 5 g vlhké pasty bun¥k E.coli s penicilinacyldzovou aktivitou

_ bylo suspendovéano ve vod& na celkovy objem 50 ml; hodnota pH suspenze byla upravena na 7,25 &
pridén 10% (w/v) vodny roztok SedipuruR KA tak,aby jeho vislednd koncentrace v reakdni smési
pyla 0,5 % w/v.Sm¥s byla krdtce pomalu zamichdna a poté pii aténi po dobu 30ti minut probihala
flokulnce;ﬂodnota pH flokulované suspenze byla opét upravena na 7,25 & priddno 2 ml 50% rozto-
ku glutardialdehydu a reak&ni smés byla umist&na na reciproky t¥epac{ stroj (200 kyvi/min);
.reakce probihala i 1/2 hodiny pFi teploté 29 Oc.Po této dobé byla reakdni smés zied&na 2x vo-

dou a odstifed#na (500 g, 10 min),sediment byl suspendovéan ve 200 ml vody & znovu odstiedén
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(5000 G, 15 min).

Popsanym zpisobem bylo ziskéno 18,6 g vlhké hmoty agregatli; zachycend aktivita penicilinacylé-
zy ¥inila 67 %,specifickd aktivita enzymu byla 1,35 j/mg vlhké hmoty prepardtu.Velikost agre-
gith se pohybovala pFibli¥n¥& okolo 300 um a pii navéice 2,5 g vlhké hmoty agregéatl/50 ml vody
byla jejich sedimenta®ni rychlost méfend pomoc! haematologické soupravy (MPW - 01, Polske),
15,5 mm/min.

P¥iklad 8 .

Ze 2 g vlhké hmoty bun&k E.coli obsahujicich penicilinacyldzu @ 1 g vlhké hmoty promytého od~
padnfho bun&iného materdlu (nativni biomasy) Streptomyces rimosus,bylo pfipravene 10 ml vodné
suspenze, jejiZ pH bylo upraveno na hodnotu 7,6 a priddno 0,8 ml 25% roztoku glutardialdehydu.
Smés byla po zamichén{ nalita ne Petriho misku o primru 9,5 cm,ponechdna stdt 15 minut pfi la-
boratorn{ teplot&,pak 3 hodiny pFi teploté -20° C a poté ponechéna 16 hodin p¥i teploté +8 %
9t4t.Po této dob& byla hmota rozruSena velmi intenzivnim michdnim ve 150 ml vody oceiov&m vr-
tulovym michadlem 1 minutu a odstfed¥na (500 g, 5 min),sediment suspendovén ve stejném objemu
vody & zhovu odstFeddn (5000 G, 10 min).

Ziskeny prepardt mikrobidlnich agregitl o specifické aktivité penicilinacylazy 2,22 j/mg vlh-
ké hmoty é o zachycené aktivité enzymu 34,2 % byl umist®n ve vodné suspenzi (3,8 g vlhké hmoty
agregdt/100 ml) do 500 ml varné banky bez vlisu & testovéna stabilita enzymové aktivity jak
je uvedeno v piikladu 3.Po 14 dnech nepietrZitého michén{ klesla aktivita sedimentu na 93,3 %

pivodn{ enzymové aktivity; supernatant byl ¥iry a sktivita penicilinmcyldzy v ném byla nulové,

P¥iklad 9

Odpadn{ buné¥ny materidl (5 1 Fidké suspenze) Penicillium chrysogenum po vyrobé penicilinu byl
promyt 25 1 vody a vlhky kold¥ dobie odsdt.Bylo ziskdno 550 g vlhké pasty bun&iného materidlu.
Z 10 g této vihké pasty a 30 g vlihké pasty bundk E.coli obsahujicich penicilinacylézu bylo pfi-
praveno 200 ml suspenze v 0,1 M fosfatovém pufru,pH 7,5.K homogenni suspenzi bylo pFidédno 16 ml
50% roztoku glutardialdehydu & michdno 1,5 hodiny pFi teploté& 24 % ne rotadnim t¥epacim stro-
ji (240 ot/min).Reak¥ni smés byls z¥ed&na vodou na dvojndsobek objemu a odstPedéna (500 G, S
min); sediment byl suspendovdn v 300 ml vody & op&t odstred#n (5000 Gy, 15 min).

Popsanym zpisobem ziskanf prepardt vykazoval specifickou aktivitu enzymu 2,20 j/mg vlhké hmoty,
zachycend sktivita penicilinacyldzy byls 43,5 %.Velikost agregiti se pohybdvala prumérné& okolo
220 am @ k Uplné sedimentaci agregdtd (suspenze 100 mg vlhké hgoty/ml) vedlo k odst¥ed&ni p¥i
500 ¢ (5 min).

Testovdn{ stability penicilinacyldzy u ziskanjch agregdtd (5 g vlhké hmoty/100 ml) prohihalo
stejng, jak je uvedeno v pifikladu 8.Po 20ti dnech‘nepfetriitého michéani nedoslo k poklesu enzy-‘
mové aktivity sedimentu; v éiréﬁ supernatantu nebyla nalezena ¥4dnd enzymové aktivita.

Vlhkd pasta agregdtl o hmot& 15 g byla oSetiena sm¥snym organickym rozpoust&dlem,podobn# jako
v piikladu 1. Tentokrdt v3ak 50 ml butylacetdtu obsahujiciho 1 % (v/v) smdSedla (SPAN 85) a s
tim rozd{lem,%e tiepdni emulze probfhalo 2 hodiny a %e sediment byl promyt 1x100 ml 2,5% (v/v)
roztoku smé¥edla (TWEEN 20) a 3x250 ml vody.OBetfené agregéity m¥ly specifickou aktivitu peni-
cilinacyldzy 3,67 j/mg vihké hmoty,tj.167 % specifické aktivity neoSetFenych agregiti.
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Prikled 10

Ke 200 ml homogenni vodné suspenze obsahujici 20 g vinhké hmoty bundk E.coli s penicilinacylé-
zovou sktivitou a 10 g vlhké hmoty promytych odpadnich bunék Penicillium chrysogenum bylo p¥i-
vdéno po vpravé pH na hodnotu 6,8 10 ml 10% (w/y) vodného roztoku SedipuruR XA.Za pomalého mi-
chéni ponechéno flokulovat 25 minut,poté bylo pH upraveno na hodnotu 7,1 & pPidédno 16 ml 25%
roztoku glutardialdehydu; nésledné michéni probihalo na reciprokém t¥epacim stroji (200 kyvy/
/min) 6 hodin pfi teplot¥ 28 O:, Po této dobé bylo k suspenzi pfidéno 100 ml vody a ddle yo-
stupovdno stejnym zplisobenm, jak je uvedeno v piikladu 9.

Bylo z{skéno 62,4 g vlhké hmoty agregdtld,v nichZ zachycend enzymovd aktivita ginila 52,6 % &
jejich specifické aktivita byla 1,24 j/mg vihké hmoty preparatu.Velikost agregdtl se pohybova-
la primérn& okolo 350 am,pFi¥emZ k jejich Uplné sedimentaci,provedené stdnim suspenze 5 g vlh=-
ké hmoty/100 ml v odm&rném vélci, do$lo za 20 minut. .

Stabilita enzymové aktivity asgregdti (suspenze 15 g vlhké hmoty/100 ml) byla sledovéna stean!
jako v p¥ikladu 9; po 60ti dnech nepifetriitého michdni nedollo k poklesu aktivity penicilinacy-

l4zy v sedimentu,supernatant byl &iry a jeho enzymovd aktivita byla nulova.

PFriklad 11

Sm¥s vlhkyeh past bun&k E.coli obsshujicich penicilinacyldzu (10 g) a odpadnich promytych bu-
nék Penicillium chrysogenum (10 g),byla dopln&na vodou na objem 200 ml a po homogenizaci upra-
vens hodnots pH suspenze na 7,1. K této suspenzi bylo piiddno 20 ml 2% (w/v) vodného roztoku
PraestoluR 444 K. Po pFiddni flokulantu byla suspenze intenzivné michdna a poté michéna pomalu
20 minut.Po této dob& bylo upraveno pH flokulované suspenze na hodnotu 7,4 a za michéan{ pridd-
no 16 ml 25% roztoku glutardialdehydu.Reakdni sm¥s byla umisténa na reciproky tiepaci stroj
(200 kyvii/min); reakce probihala pfi teplot# 31 %3 po dobu 3 hodin, Po této dob& byla suspenze
ziedéna 100 ml vody & odst¥ed®na (5000 G, 10 min).Sediment byl rozmichdn v 500 ml vody & homo-
genni suspenze filtrovédna pres st¥ednd porézni filtraini papirivihkyj koldZ byl intenzivné va-
kuov& odadt.

Popsanym zpisobem ziskané agregdty mély specifickou aktivitu penicilinacyldzy 1,05 j/mg vlhké
hmoty pFi zachycené aktivivE enzymu 55,5 %; jejich velikost &inila prim&rné& 650 cum @ ke kvan-
titativni sedimentaci doZlo stdnim suspenze (10 g vlhké hmoty/100 ml) v odm&rném valeci za 20
minut.Agregity bylo meino velmi dobfe odd¥lit filtraci pFes stPedné nebo Siroko porézni filtradl-
ni papir. »
Test stability enzymové aktivity agregatl byl provéddén za podminek uvedenych v ptedchozich
pf{kladech (pfiklady 8,9 a 10).Po 30ti dnech nepretriitého michéni suspenze agregdti (15 g
vlhké hmoty/200 ml) byl supernatant ¥iry,neopalescentni,s nulovou enzymovou sktivitou.X pokle-

su aktivity penicilinacyldzy v sedimentu nedoslo.

Priklad 12 .

PFibliZné 1000 g odpadniho bun¥¥ného materidlu Saccharomyces carlsbergensis po vyrobé fenyl-
acetylkarbinolu bylo suspendovéno v 10 1 vody a po 15 minutdch mfchéni byl materidl odstied¥n;
bylo ziskédno 600 g vlhké hmoty promytjch‘odpddnioh kvasinek.

Ze 2,5 g této vihké pasty & 7 g v1lhké pasty bun¥k E.coli obsahujicich penicilinacyldzu bdbyle
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pripraveno 50 ml homogenn{ suspenze, jej{Z pH bylo upraveno na hodnotu 7,4.Do této suspenze byl
pfiddn 1 ml 50% roztoku glutardialdehydu @ smés michéna 6 hodin na reciprokém t¥epacim stroji
(200 kyvi/min) pifi teplot& 29,5 °C.Potom byla smés z¥ed&na 2x vodou,odstFedéna (500 G, 10 miﬁ),‘
sediment suspendovdn v 200 ml vody a znovu odstPeddn (5000 G, 15 min).

Specifickd aktivita penicilinucyldzy u tohoto preparitu byla 2,28 j/mg vlhké hmoty @ zachycend
aktivita enzymu &inila 60,4 %.Sedimentaini rychlost agregitl o jejich primérné velikosti 450 um,
m&Fend sedimentaci suspenze agregatd (0,05 g vihké hmoty/ml) pomoci haematologické soupravy
(MPW-01, Polsko),byls 16,5 mm/min.

Vodnd suspenze (10 g vlhké hmoty agragdti/25 ml) byla emulgoviana ve 100 ml smé&sného rozpoustsd-
lae chloroform~cyklohexan 1:4 (v/v) obsahujici 2 % (v/v) smifedla (Span 85) a emulze intenziv—
né michéna 3 hodiny pFi laboratorn{ teplot&.Po této dob& byla emulze odst¥ed&na (5000 G,10 min)
8 sediment dikladn& promyt 100 ml 10% (v/v) vodného roztoku smiledla (Tween 20).Po odd&leni
roztoku smiddedla byl sediment 2x promyt 250 ml vody a vZdy odst¥ed&n (500 &y 5 min.a 5000 G,

15 min).

Popsanym zpisobem bylo ziskdno 6.2 g vlhké hmoty oSetPenjch agregdtl, jejichZ specifickd akti-
vita &inila 131 % aktivity plvodni (2,98 j/mg vihké hmoty).

Pr{klad 13

V homogenni suspenzi o objemu 200 ml obsmhujici 10 g vlhké pasty odpadnich bun&k Sacch,carls-

bergensis ziskané a promyté jak je uvedeno v prikladu 12,a 40 g vlhké pasty bunék E.coli s pe-
nicilinacyldzovou aktivitou,bylo upraveno pH na hodnotu 7,7 & vmichdno 20 ml 10% (w/v) vodného

R KA. Suspenze ponechdna flokulovat 20 hodin p#i teplot® 8 °¢ a potom pH upra-

roztoku Sedipuru
veno na hodnotu 7,8. Po pfidani 32 ml 25% roztoku glutardialdehydu byla smés michdna na rotad-
nim t¥epacim stroji (240 ot/min) 3 hodiny p¥i teplot¥ 28 °C.Po této dobs byla reakini smés zre-
déna 100 ml vody a odst¥edZna (500 G, 5 min),sediment byl rozmichdn v 1000 ml vody a suspenze
filtrovédna pies silonovou tkaninu o velikosti ok 350 wum, Agregdty byly z povrchu tkaniny smyty
200 ml vody a suspenze odstfedéna (5000 G, 15 min).

Popsanym zpisobem bylo ziskédno 86,8 g vlihké hmoty agregatl o zachycené aktivit¥ penicilinacy-
lézy 34,8 %,specifické aktivit® enzymu 2,1 j/mg vlhké hmoty & o jejich prdmérné velikosti

750 cum.

Z 10 g vlhké hmoty mgregatil bylo piipraveno 100 ml suspenze ve vod& a vpraveno do 500 ml banky
opatiené t¥emi vlisy (zardikami).Stabilita enzymové aktivity a mechanické vlastnosti byly zjis-
Tovdny jak je uvedeno v p¥ikladu 3. 2Za 36 dni nepretriitého michdn{ nepoklesla aktivits sedi-
mentu, supernatant byl &iry a jeho enzym&vé ektivita byla nulovi.Prim&rnd velikost agregiti Siw
nila 600 um,sedimentadni vlastnosti ziistaly zachovéany (10 g vlihké hmoty agregdti kvantitative
né sedimentovalo stdnim v odmérném védlci za 5 minut).

Ddle byla u popsanym zpisobem zfskanjch agregiti zjizfovéna katalytickd uinnost p¥i opskovans
provedené hydroljze benzylpenicilinu na 6-APX tak, jak je uvedeno v pfikladu 4,s tim rozdilenm,
Ze bylo pouZito suspenze agregatd 13,5 g vlhké hmoty/50 ml vody a Ze vychozi koncentrace Na-
-s0li benzylpenicilinu &inila 7 % (w-v).Za t&chto podminek prob&hl l.cyklus konverze za 1 1/2

hodinu s udinnosti 89,1 % & 2.cyklus s udinnost{ 91,4 % teoretickeého vytéZku 6-APK za 2 hodiny.
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Piiklad 14

Nepromyty odpadni wun¥iny materidl Sacch,carlsbergensis po vyrob# piva ve form& vihké pasty,

v mnoZstvi 20 g spolu se 40 g vihké pasty bunék E.coli obsahujicich penicilinacyldzu byl pou-
%it k pripravé 400 ml smésné suspenze,jejiZ pH bylo upraveno na hodnotu 7,55.K této homogenni
suspenzi byle pFiddno 40 ml 2% (w/v) vodného roztoku flokulantu PraestolR 444 X & smés byla po-
malu michdna 20 minut.Potom bylo pfiddno 32 ml 25% roztoku glutardialdehydu & za pomalého miché-
n{ michadlem s ocelovou vrtull bylo pH reak®ni sm#si udrfovéno 10% (w/v) roztokem NaOH pomoci
pH-statu na hodnot¥ 6,% po dobu 26 hodin p¥i teplotd 10 °c.PQ této dobd byla reakini smés zFe-
déna 250 ml vody @ odstifedéna (500 G, 5 min); sediment byl suspendovdn v 600 ml vody a opét
odattedén (5000 G, 15 min),

Takto pPipravené agregéty obsahovaly v celkovém mnoZstvi 90,4 g vlhké hmoty 52 % zachycené ak-
tivity penicilinmcyldzy, jejich specifickd aktivita enzymu byla 1,14 j/mg vlhké hmoty a jejich
velikost byla primé&rné 870 um.

V suspenzi 10 g vlhké hmoty agregéti/100 ml vody do¥lo ke kvantitativni sedimentaci stdnim v
odm&rném vdlei za 10 minut.Se suspenzi t&chto agregati (15 g/200 ml) byl proveden test stabi-
lity enzymové aktivity stejn& jak je uvedeno v pfikladu 1l.Po 60ti dnech nepretrzitého michdni{
nedodlo k poklesu aktivity sedimentu a aktivita &irého,neopalescentniho supernatantu byla nu-
lové.

S 50 ml vodné suspenze obsshujici 10 g vlhké hmoty popsanym zplisobem ziskanfch agregétld byly
provedeny 2 opakované konverze 5% (w/v) roztoku Na-soli benzylpenicilinu za stejnjch podminek
jako v pfedchoz{m p¥{kladu,vyjma toho,%e prepardt byl z reakini smési po l.konverzi oddélen
filtraci pfes Ziroko porézni filtraini papir @ odsdt; ulinnost l.konverze byla 87,5 % za 2 ho=-

diny = 2.konverze 90,4 % teoretického vyt¥iku 6-APK za 1 1/2 hodiny.

Pi#{klad 15

7 800 g vlhké nepromyté odpadni pasty bundk Sscch.carlsbergensis po vyrobé fenylacetylkarbino-
lu bylo pFipraveno 2000 ml suspenze,kterd byla homogenizovédna na mechanickém desintegratoru
Manton-Gaulin 10ti ndsobnou recyklaci pFi tlaku 520 kp/cmz.

Smés 2,5 ml takto piipravené suspenze fragmentl kvasnignych bun&k a 2 g vlhké pasty bunék E.
coli obsahujicich peniciliracyldzu byla doplnéna vodou na celkovy objem 10 ml,po dokonalém
rozmichdni bylo upraveno pH suspenze na hodnotu 7,6.Poté bylo vmichéno 0,8 ml 25% roztoku glu~
tardialdehydu a sm&s rozlita na Petriho misku o priméru 9,5 cm & ponechéna stdt 15 minut pii
laboratorni teplot&.Reak¥ni smés byla poté umisténa do mrazicfho boxu a pfi teplot& -20 °c
ponechéna po dobu 3 hodinj po této dob& byla umist¥ne na 16 hodin pfi teploté +8 °C do komo-
rové lednice.Vzniklé houbovitd hmota byle rozrezdna,homogenizovdna velmi intenzivnim michénim
ocelovym vrtulovym michadlem po dobu 1 minuty & 2x promyta 150 ml vody; agregdty byly vidy od-
stred&ny (500 G, 5 min). ‘

Zachycend sktivita penicilinacyldzy u ziskenjch vlhkjch agregdtd &inila 20,7 % @ specifickéd
aktivita enzymu wyla 1,07 j/mg vlhké hmoty.U agregitl v suspenzi 4,1 /100 ml byla sledovéna
stabilita enzymové aktivity stejn¥, juk je uvedeno v piikladu 8.Aktivite sedimentu klesla po
30ti dnech nepFetriitého michdni na 84,3 % pivodni aktivity enzymu; supernatent byl ¥iry a je-

ho enzymovéd aktivita byla nulovi.
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P¥{klad 16

Vlhké odpadn{ mycelium dfevokazné basidiomycety Oudemansiella mucide, 1 litr kaSovité biomasy,
po vyrobé antibiotikg mucidinu, bylo vakuové zfiltrovdno na sklenéné frité S1 & 3x promyto 2,5 1
vody,éimi byl ziskén vlhky kold¥ dob¥e odsdtych vldken vegetativniho mycelia.K 10 g vlhké hmo-
ty tohoto myceliam bylo p¥iddno 20 g vlihké hmoty bun&k E.coli obsahujicich penicilinacyldzu a
smés tyla homogenizovédna ve vodé na objem 200 ml; pH suspenze bylo upraveno na hodnotu 7,1 e

vmichdno 10 ml 10% (w/v) vodného roztoku SedipuruR

KA a suspenze ponechdna flokulovat 30 minut
stanim pFi laboratorni teplot&.XdyZ bylo pH vyvlo&kované suspenze upraveno na hodnotu 7,5,byla
suspenze smichédna se 16 ml 25% roztoku glutardialdehydu a umisténa na reciproky tfepaci stroj
(200 kyvi/min); reakce probihala 1 1/2 hodiny p¥i teplotd 28 9¢. Po pridéni 100 ml vody byla
z¥edénd smés odstieddna (500 G, 5 min),sediment promyt 250 ml vody a znovu odst¥eddn (5000 G,
15 min).Popsanym zplisobem byla ziskdna vlihkd pasta mikrobiéinich agregétﬁ,jejiéhi'zachycené
enzymové aktivita &inila 61,5 %,specifickd aktivita penicilinacyldzy byla 1,71 j/mg vihké hmo-
ty & pramérné velikost agregdtl &inila 550 am.K uplné sedimentaci agregdti ve vodné suspenzi
(5 g/100ml) stadilo stan{ v odm&rném valci po dobu 10 minut.

Stejné jeko v piikladu 6 byla sledovéna stabilita enzymové Ulinnosti agregédtt a po 91 dnech
byl zji%tén pokles aktivity penicilinacyldzy v sedimentu na 77 % aktivity pivodni,pfilemZ super-
natant byl &iry a m&l nulovou enzymovou aktivitu.

MnoZstvi 50 ml suspenze agregdtl,kterd obsahovala 200 mg vlhké hmoty/ml bylo pouZito k enzymo-
vé hydrolyze 7,5% (w/v) roztokﬁ Na-s0li benzylpenicilinu na 6-APK za podminek uvedenych v pii-
kladu 4. Jednordzovd konverze probshla ze 1 1/2 hodiny s dinnost{ 73,9 % teoretického vytéZ-
ku 6-APK. ‘

Priklad 17

Nepromyté odpedni mycelium dfevokazné houby Oudemansiella mucida,po vyrob& mucidinu véetnd
zbytkd fermenta¥ni kapaliny (kaSovitd suspenze) bylo mnoZistvi 300 g této suspenze smichéno se
600 ml vody,smés byla za michdni zahFéata na teplotu 60 O¢ a priddno 300 ml 20% (w/v) roztoku
kyseliny trichloroctové, piedehPdté na teplotu 75 °C,naée§ byla teplota suspenze zvySena na

80 °C a pFi této teplot¥ zahF{ivéna jest& 13 minut.Poté byla smés ochlazena po pFidavku 800 ml
studené vody ne teplotu 30 %c, odstfed¥na (5000 G, 15 min) a sediment rozmichdn ve 2 1 vody
na homogenni suapenzi,jejiZ pH bylo upraveno na hodnotu T,3.0dstPed&nim pFi 5000 G po dobu 30
minut bylo ziskédno 230 g vlhké hmoty oXet¥enych vldken.

X homogenni suspenzi obsahujfc{ 2,5 g vlhké hmety této pasty & 10 g vlhké hmoty bun&€k E.coli
8 penicilinacylézovou aktivitou o vysledném objemu 200 ml bylo piidédno po vprav& pH na hodno-
tu 7,3 8 ml 25% roztoku glutardisldehydu,nafeZ byls sm&s michéna stejné& jako v p#ikladu 16,
av3ak 10 hodin pFi teplotd 25 % a po této dob¥ Qtejnym zplisobem zpracovédna.

Takto byly ziskdny agregdty o zachycené aktivit® enzymu 35,4 % & specifické aktivité 2,29 j/
/mg vlihké hmoty.Stabilita jgjich enzymové aktivity byla testovdna stejné, jak je uvedeno v pFi-
kladu 16. Po 51 dnech se v supernatantu objevilo 21,4 % vychoz{ aktivity penicilinacyldzy.

P¥iklad 18
Suspenze 10 g kadovitého odpadniho mycelia Oud.mucida, jak je uvedeno v piikladu 17,bylo zFe-
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d#no vodou na celkovy objem 100 ml & suspenze byla desintegrovéna sonikac{ 15 minut pii labo-
ratorni teplet¥ (Soniprobe DAKE, Ltd.,Anglie).Homogenizovand suspenze byla z¥edéna 5x vodou a
odstied#na (5000 G, 20 min).Ziskand vlhké paste fTagmentd mycelia byla v mnoZstvi 5 g smichéns
s 15 g vlhké pasty bundk E,coli obsahujicich penicilinacylézu,doplnéne vodou na objem 200 ml,
Po doravé pH na hodnotu 7,7 bylo k homogenn{ suspenzi p¥idéno za michéni 20 ml 25% roztoku glu-
tardialdehydu a déle bylo postupovénc jak je uvedeno v prikladu 16 s tim rozd{lem,Ze michédni
probinalo 3 hodiny pFi teplotd 19,5 °C. '

7iskené vlnhké agregity mély specifickou aktivitu penicilinacyldzy 2,53 j/mg vihké hmoty p¥i
zachycené aktivit¥ enzymu 25,5 %.

Déle byla sledovéna katalytickéd udinnost agregatl pfi konverzi benzylpenicilinu provedené po-
stupem,kterf je uveden v piikladu 6. 2Za 1 1/2 hodiny bylo dosaZeno 71,9 % teoretické ulinnosti
hydrolfzy penicilinu na 6-APK.

Priklad 19

Ve 40 g vlhké pasty bunk E.éoli obsahujicich penicilinacyldzu bylo pripraveno 200 ml vodné
suspenze.Po dpravé pH na hodnotu 7,5 bylo do homogenni suspenze vmichdno 20 ml 10% (w/v) vod-
ného roztoku flokulantu (Sedlpur KA),nadeZ probihalo vliodkovédni pFi stan1 suspenze pfi labo-
ratorni{ teploté po dobu 25 miput. pH suspenze bylo upraveno na hodnotu 7,5 & po pridéni 16 ml
25% roztoku glutardialdehydu byla reakini smés michéna 3 hodiny p¥i teplotd 26 °¢ na rotatnim
t¥epacim stroji (240 ot/min).Sm¥s byla zFed&na 2x vodou a odstredsna (500 G, 5 min); sediment
byl promyt 350 ml vody & znovu odstiedén (5000 G, 15 min).

7iskand vlhkd pasta obsahovala agregdty navzdjem vézanjch enzymové aktivnich bunék o pramérné
velikosti 400 «um, Zachycend aktivita penicilinacyldzy byla 34,4 % a specifickéd aktivita enzymu
1,40 j/mg vihké hmoty.Agregity kvantitativn® sedimentovaly sténim suspenze v odméErném vilci
(5 g/100 ml) za 10 minut.

7 podminek uvedenjch v pfikladu 6 byla testovdna stabilita enzymové aktivity popsanym zpiso-
bem ziskanych agregati.Po 40 dnech nep¥etrzitého michdni zistala aktivita enzymu v sedimentu
zachovéna, pridemZ supernatant byl &iry a jeho enzymové aktivita byla nulové.

za podminek uvedenych v pF{kladu 4 byla provedena jednordzové hydrolyza 6,25 % (w/v) roztoku
Na-gsoli benzylpenicilinu nas 6-APK s vysledkem 79,1 % teoretické u¥innosti za 1 hodinu.

P¥{klad 20

K 9,6 ml homogenni suspenze o pH 7,5 obsahujict 0,5 g vlhké pasty bundk E.coli s penicilinacy-
14zovou aktivitou & 0,25 g vlhké pasty bundk Bac.megatherium oSet¥enych trichloroctovou kyse-

linouw, jei{ priprava je popséna v prikledu 1,bylo pfiddno 0,4 ml 25% roztoku glutardialdehydu.
Po promichdnf byla suspenze lyofilizovéna.Hmota,kterd po lyofilizaci vznikla,byla promyta vo-

dou,mechanicky rozrudens a odstfed¥na 1 minutu pfi 1200 G.

V takto ziskanjch agregétech o specifické aktivitd 0,4 j/mg vlhké hmoty,bylo obsa¥eno 14 % vy~
chozi aktivity penicilinacylézy. )

P¥iklad 21
Xse,2ml homogenni vodné suspenze o pH 7,5,0bsshujici 3 g vlbhké,¥dsteind samovoln& autolysované
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pasty E.coli s penicilinacylézovou akﬁivitou,bylo pFidéno 0,8 ml 25% roztoku glutardialdehydu,
Suspenze byla premichéna a pielita na Petriho misku o. priméru 9,5 cm.Po 15 minutdch sténi za
laboratorni teploty byla miska pFenesena na 3 hodiny do mrazicfho prostoru pfi teploté =20 °C

a poté uloZena 16 hodin pri teplot® +8 °C. Vzniklé hmota navzdjem vézanych bun&k E.coli byle
mechanicky rozrusena,promyta vodou a odstfed®na 5 minut p¥i 5000 G.

Takto pFipravené agregéty obsahovaely 34,5 % vychozi enzymové akti.ity & jejich specificka akti-
vita byla 3,3 j/mg vlhké hmoty.Stabilita enzymové aktivity agregéti (4 g/100 ml vody) byla hod~
nocena, jak je uvedeno v piikladu 8., Po 14 dnech neb&i pozorovéan pokles aktivity penicilinacylg-
zy v sedimentu; aktivita enzymu ve slab¥ zakaleném supernetantu &inila 10 % vychozi aktivity
penicilinacyldzy.

PREDMET VYNALEZU

1, Mikrobidln{ bun&¥né agregdty,obsahujfci bunky s vysokym mnoZstvim enzymu penicilinacylézy
k pfem¥né penicilinu,zejména benzylpenicilinu ne kyselinu 6-aminopenicilidnovou,vyznadené
tim, %e aegtévaji z enzymové aktivnich mikroorganismii chemicky vizanjch prostfednictvim po-
lyfunkdnich aldehydld,s vfhodou gluterdialdehydu,navzdjem nebo na jiné bunky riznych druht
organismi, kterymi jsou bud celé,neporusené,nativni anebvo fyzikdlné, chemicky &i Biochemic-
ky ofet¥end bunky ¥i nerozpustné fragmenty prokaryontnich nebo eukaryontnich buné&k rtzné

norfologie.

2. Mikrobidln{ bun¥¥né agregéty podle bodu 1,vyznadené tim,Ze celé,nepcru§ené,nﬁtivni,anebo
fyzikdlné, chemicky i biochemicky ofetené bufiky &i nerozpustné fragmenty prokaryontnich
nebo eukaryontnich bunék jsou ve tvaru vldken,kulovitych,elipsoidnich, popFipadé jinych ﬁ-(
tvard o rozm¥rech 1,0 af 1000 um,3i bun¥3nych fragmentl téchto bundk vznikljch samovolnou

nebo um#le navozenou autolyzou,&i jakimkoiiv jinym zpisobem navozenym rozrudenim.

3. Zpisob pfipravy mikrobidlnich agregdtl podle bodl 1 a 2,vyznadeny tim,Ze se nechaji reago-
vat celé neporuSené,nativni,anebo fyzikdlné&,chemicky &i biochemicky oZet¥ené bunky &i ne;
" rozpustné fragmenty prokaryontnich nebo eukaryontnich bunék rizné morfologie s enzymové
aktinmimi bunkami s penicilinacyldzovou aktivitou a polyfunkénim aldeh&dem.

4. Zpisob pFipravy mikrobidlnich agregdtd podle bodu 3,vyznaleny tim,%e reakce se provadi v
pr{tomnosti flokula®niho &inidla.

5. Zplsob podle bodu 4,vyzna¥eny tim,Ze flokulaini Sinidlo mé nejméné& dvé primdrni anebo se~
kunddrni aminové skupiny vstupujici do reakce.

6. 7Zplsob pfipravy mikrobidlnich bun¥¥nych agregdtdl podle bodl 1 a 2,vyznaSeny tim,%e se en-
zymov¥ aktivn{ bunky s penicilinacyldzovou aktivitou nechaji reagovat s polyfunkinim alde-
hydem,s vfhodou glutardialdehydem v prFitomnosti flokulainiho &inidla.

7. Zpisob podle bodu 6,vyznaleny tim,Ze flokuiadn{ &inidlo mé nejména dv¥& primdrni anebo
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sekunddmi aminoskupiny vstupujfci do reakce.

9.

1°.

11,

12.

Zpisob podle bodd 3 & 6,vyznalen§ tim,%e po reakei s polyfunkinim sldehydem,s vfhodou 519-
tardialdehydem se ziskané lgrog‘ty promyj{ orgsnickjym rozpoult¥ilem neinsktivujfcim peni-
oilinacyldzu vybranym ze skupiny sestdvejici sz cyoiohoxmu, benzenu, benzinu, toluenu, xy-.
lenu, trichlormethanu, tetrachlormethanu, trichlorethanu sdichlorethanu, chlorbenzenu,me-
thylisobutylketonu, oyclohexanonu, butylacetdtu, popripad¥ jejich sm¥si.

-

Zplsod podle bodu 3,vyznaleny tim,%e se poufivd odpadnich bun¥k organisml nebo nerozpust-
nfch fragmentd z nich predem pFipravenfch §i samovoln¥ vznikljch,

Zpisob pripravy mikrobidlnich bun¥infoh agregitl podle bodu l,vyznalenf tim,%e se enzymov¥
sktivn{ buiiky s penicilinsoyldzovou aktivitou smisi e polyfunkinim aldehydem,s vfhodou
glutardialdehyden,nalef se zchlad{ pod bod téni.

A+

Zpdsob podle bedu 10,vyznalenf tim,%e se poufije enzymov¥ sktivnich bundk s penicilinscy=-

“1dsovou sktivitou Sdstein¥ autolyzovanych.

Zpisob pripravy mikrobidlnfch sgregétd podle bodd 3,6 & 10,vyznaSeny tim,fe se pouZije po-
1yfunkdnfho sldehydu v mno¥stvi 0,1 a% 10 ¥ hmotnostnich.
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