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Spos6b unieruchomiania komérek drobnoustrojéw

Przedmiotem wynalazku jest sposéb unieruchomiania komérek drobnoustrojow.

Enzymy z ich znacznym stopniem specyficznosci sq znacznie lepsze niz konwencjonalne katalizatory w wie-
v przemianach chemicznych. Jednak do niedawna ich zastosowanie byto w znacznym stopniu ograniczone ze
wzgledu na takie czynniki, jak wysokie koszty ich izolowania. tendencja do nietrwalosci po usunigciu ich ze
srodowiska catej kKomérki oraz dostgpnosc ich jedynie w postaci rozpuszczalne;.

Unieruchomienie enzyméw pizez przytaczenie ich lub zatrzymanie w stalym materiale nosnikowym pomo-
gto w rozwigzaniu niektérych z tych trudnoici i spowodowato, ze zastosowanie enzyméw stato sig bardziej
ekonomiczne. W literaturze p‘)jawil'y si¢ artykuty, dotyczace réznych metod fizycznych i chemicznych, stosowa-
nych do unieruchomiania enzyméw, na przyktad Immobilized Enzymes — O.R. Zaborsky (CRC Press. 1973).

Stosowano réwniez unieruchomianie catej komoérki jako takiej, aby uniknaé koniecznosci izolowania enzy-
mu irozwigzaé problem stabinosci. Jednak do chwili obecnej takie unieruchomianie byto ograniczone jedynie
do metod fizycznych. Typowymi przykiadami sa adsorpcja komérek Streptomyces phasochromogenes zawieraja-
cych aktywng izomeraze glukozows na zregenerowanym kolagenie skéry (Biotech. Bioengr:, XV, str. 565 /1973/)
oraz zatrzymanie na Zelu komorek grzybdéw, zawierajacych enzym hydroksylazy, w celu konwersji zwigzku S do
kortyzolu (Scientific American, Mar. 1971, str. 30). Takie metody unieruchomiania nie pozwalaja uniknaé
dezasocjacji komérek z §rodowiska nosnikowego. Charakter sit wigZacych jest jednak w tym ‘przypadku taki, ze
warunki reakcji musza by¢ w znacznym stopniu ograniczone, aby zapobiec lub zminimalizowaé dezasocjacj¢ oraz
towarzyszace jej zmniejszenie aktywnosci enzy matycznej i ewentualnie zanieczyszczenie strumienia reagentéw.

Stwierdzono, ze komérki drobnoustrojéw mozna unieruchomi¢ na sposéb trwalszy na drodze chemicznego
kowalentnego zwigzania komdrek z nierozpuszczalng w wodzie, rozdrobniong polimerowg matrycy. Wigzanie
chemiczne moze by¢ uzyskane albo z uprzednio otrzymanym polimerem, albo z reaktywnym monomerem przed
jego polimeryzacja. Dalsza obrébka komodrek za pomoca wielofunkcyjnego $rodka sieciujacego albo przed, albo
po zwigzaniu, zmniejsza znacgnie straty enzymu z komérek. .
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"Sposéb unieruchomienia komoérek drobnoustrolowych przez poddanie ich reakcji z wigZqcymi ugrupowa-
niami polimeru polega na wytworzeniu wiazari kowalentnych z nierozpuszczalng w wodzie rozdrobniong matryca
polimerows, co doprowadza do otrzymania kompozycji, zawierajgcej komérki drobnoustrojéw, kowalentnie
zwiazane z nierozpuszczalng w wodzie rozdrobniong matrycg, kt6rg stanowi polimer.

W praktycznej realizacji sposobu wedtug wynalazku nienaruszone komérki drobnoustrojéw wu;ze sie che-
micznie z nierozpuszczalnym w wodzie, rozdrobnionym polimerem poprzez grupy reaktywne, wystepujgce w po-
limerze. Oile chemiczne wigzanie kowalentne wyodrebionych enzymow z polimerem jest powszechnie stosowa-
ne, to fakt, ze cate komérki jako takie, bedace Zrédtem enzymoéw, o wiele rz¢déw przekraczajace je wymiarami,
mozna réwniez w efektywny sposéb unieruchomi¢ przez wigzanie kowalentne, jest stwierdzeniem zaskakujgcym.
" Takie wigzania czgsto powstaja w wyniku reakcji grup aminowych komoérki z reaktywnymi podstawnikami w po-
limerze. Ponadto, w komdrce znajduja sig¢ inne grupy, takie jak hydroksylowe i sulfonowe, ktére moga réwniez
odgrywaé role w mechanizmie wigzagcym. Jest to prawda, poniewaZ reaktywne wobec grup aminowych podsta-
wniki polimeru, takie jak na przyktad ugrupowania epoksydowe, halogenokarbonylowe i halogenometylokarbo-
nylowe, sg réwniez reaktywne w odniesieniu do grup hydroksylowej i sulfohydrylowe;j, wystepujacych w komér-
kach. : ;

Wigzanie moze powstaé przed lub po wytworzeniu polimeru. W pierwszym przypadku komorki kontaktuje
si¢ z dajacym sig¢ polimeryzowaé monomerem, posiadajacym nienasycone wiazanie typu etylenowego i posiadaja-
cym grupe reaktywna, a nastepnie zwigzany z komorka monomer polimeryzuje si¢ lub kopolimeryzuje w obec-
no$ci monomeru sieciujacego i uktadu inicjujacego. W drugim przypadku komérki kontaktuje sie bezposrednio
z dowolnym, odpowiednim do tego celu polimerem, zawierajacym reaktywne grupy. Dotyczy to zaréwno polime- .
réw naturalnycl, jak i syntetycznych polimeréw organicznych.

_ Dajace si¢ polimeryzowa¢ nienasycone monomery, zawierajace wiazanie typu etylenowego oraz wyprowa-
dzone z nich polimery, nadajgce si¢ do wykorzystania w sposobie wedtug wynalazku zaréwno metoda wigzania
przed polimeryzacja, jak i po polimeryzacji, okreslone s3 wzorem 1, w ktérym R, oznacza atom wodoru lub
chloru albo grupe metylows, za§ W oznacza grupg o wzorze 2, 3, 4 lub 5. We wzorach tych R, oznacza atom
chlorowca, grupe azydows, grupe 2,3-epoksypropoksy, grupe 2,3-epitiopropoksy, grupe N-/2,3-epoksypropy-
lo/-aminowa, grupe N-[/p-dwuazoniochloro/-fenylo]-aminows, grupe akryloiloksy, nizszg grupe alkoksykarbony-
loksy lub grupe benzenosulfonyloksy, X oznacza atom tlenu lub grupg NR;,, w ktorej Ry oznacza atom wodoru
lub grupe alkilowa, zawierajacg 1—6 atomdéw wegla, Y oznacza ugrupowanie alkilenowe, zawierajace 2 lub 3
atomy wegla, n oznacza liczb¢ catkowity, wynoszac 1 lub 2, Z oznacza grupe chlorowcoacetylowa, 2-/4,6-dwu-
chloro/-s-triazynylowa, p-toluenosulfonylowa, p-/chiorowcometylo/-benzoilows lub grupe cyjanows, zas X' = X
z tym, Ze jesli oznacza grupe p-toluenosulfonylowa, wowczas X’ oznacza atom tlenu.

Do wiazania najkorzystniejsze s3 monomery i polimery. zawierajace grupy epoksydowe, chlorowcokarbony-
lowe i chlorowcometylokarbonylowe. Szczegdlnie korzystne sa te polimery, ktore zawierajq reaktywne morome-
ry metakrylanu 2,3-epoksypropylu (metakrylan glicydylu), metakrylan 2,3-epitiopropylu, chlorek metakryloﬂu .
oraz metakrylan bromoacetylohydroksyetylu.

W przypadku monomerdéw i polimerdw, zawierajacych niereaktywne grupy funkey;ne, Jak na przyktad
w przypadku, gdy R, oznacza grupe hydroksylowa lub Z oznacza atom wodoyu w podanym wyzej monomerze

"o wzorze 1, wowczas takie grupy funkcyjne mozna przeprowadzié znanymi metodami w podstawniki reaktywne.
Operacja ta wymaga czesto zastosowania wielofunkcyjnych reagentéw o matyh cigzarze czasteczkowym.

I tak, gdy R, we wzorze 1 oznacza grupe hydroksylowa, wowczas karboksylowe grupy monomeru lub
polimeru mozna uaktywni¢ w reakcji z odpowiednim reagentem, uaktywniajacym grupy karboksylowe, takim jak -
karbodwuimid, na przyktad dwucykloheksylokarbodwuimid lub etylomorfolinokarbodwuimid. Z réwnym powo-
dzeniem uzy¢ mozna 3'-sulfonian N-etylo-5-fenyloizoksyazoliowy (reagent K. Woodwarda), ketonoiminy, takie -
jak pigciometylenoketenocykloheksyloimina, estry acetylenowe, na przykiad etoksyacetylen, szesciochlorowco-
cyklotréjfosforatriazyny, N-hydroksyftalimid lub N-hydroksysukcynimid oraz inne reagenty, stosowane do two-
rzenia wigzan peptydowych.

Gdy Z we wzorze 1 oznacza atom wodoru, woéwczas grupy hydroksylowe monomeru lub polimeru mozna
w podobny spos6b uaktywnié¢ znanymi metodami przy uzyciu zwigzkéw o wzotze chlorowiec-Z, w ktérym
Z oznacza grupe chlorowcoacetylowa, grupe 2-/4,6-dwuchloro/-s-triazynylowa, grupe p-toluenosulfonylows, gru-
pe p-/chlorowcometylo/benzoilowa lub grupe cyjanows, zwtaszcza bromku bromoacetylu lub bromocyjanu.

Spos6b unieruchomienia znajduje zastosowanie w odniesieniu do komdrek drobnoustrojow, takich jak
bakterie, drozdze, promieniowce i grzyby. Korzystnymi komérkami g komérki, w ktérych plerwotnyml uktada-
‘'mi enzymowymi sg oksydoreduktazy, szczegdlnie takie, jak oksydazy glukozowe,_ nie wymagajace rozpuszczal-
nych kofaktoréw, hydrolazy, jak na przyktad a, p-amylazy i peptydazy, a szczegdlnie acylazy penicylinowe,
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liazy, korzystnie te, ktére powodujq rozrywanie wigzari wegiel-tien, a zwlaszcza takie, jak amonoliaza fenyloala-
ninowa i amonoliaza asparaginianowa, ktdre sa zwigzane z rozrywaniem wigzari wegiel-azot oraz izomerazy, takie
jak racemazy, epimerazy, cis-trans izomerazy, a zwtaszcza izomeraza glukozowa.

Korzystnymi rodzajami bakterii s3: Pseudomonas, Xanthomonas, Acetobacter, Alcaligenes; Flavobacterium,:,
Escherichia, Aerobacter, Erwinia, Serratia, Proteus, Micrococcus, Sarcina, Lactobacillus, Bacillus, Ndcardia Strep-
tomyces i Corynebacterium. Korzystne rodzaje grzybéw i drozdzy obejmuja: Rhodotorula, Rhodospondlum,
Sporobolomyces, Mucor, Fusarium, Penicillum, Aspergillus, Glomerella, Rhizopus, Saccharomyces, Conidiobolus,

Byssochlamys, Candida, Chaetomium, Trichoderma, Septoria, Coprinus, Neurospora, Rumucola i Trichoderma.
Korzystnym promieniowcem jest rodzaj Micropolyspora. Szczegélnie korzystne s3 gatunki Escherichia coli,
Bacterium cadaveris, Proteus rettgeri, Rhodotorula gracilis, Penicillium chrysogenum i Aspergillus niger.

Wytworzenie wigzania kowalentnego migdzy komoérks i reaktywnym polimerem lub zwigzanie reaktywne-
go monomeru, a nastgpnie jego polimeryzacje lub kopolimeryzacj¢ prowadzi si¢ w Srodowisku wodnym. Chociaz
temperatura zwigzania komérki z polimerem lub monomerem lub tez temperatura polimeryzacji po zwigzaniu
komérki z monomerem moze si¢ wahaé w szerokim zakresie, to jednak najkorzystniejszy jest zakres S—50°C,
azwlaszcza 10—30°. Czas potrzebny na wytworzenie wigzania, zalezy od charakteru uktadu i temperatury
reakcji, lecz zwykle wynosi 0,5—-35 godzin, przy czym korzystny czas wigzania do polimeru wynosi 15—30
godzin, natomiast wigzania komorki z monomerem 1—5 godzin. Polimeryzacja zwykle zachodzi calkowicie
w czasie 1—6 godzin. Stosunek wagowy polimeru do komérek (substancja sucha) moze si¢ wahaé w szerokich
granicach, lecz najkorzystniejszy stosunek wynosi 0,125, a zwlaszcza 0,5—4.

Jedli komérki wigze si¢ z reaktywnym monomerem, to nastennie prowadzi sig polnmeryzacle addytywng
w $rodowisku wodnym, z udziatem lub bez, jednego lub wigkszej liczby komonomeréw w obecnosci dwufunk-
cyjnego monomeru sieciujagcego oraz uktadu inicjatora. W tym przypadku mozna zastosowad z tatwoscig dowol-
ny komonomer, monomer sieciujacy lub uklad inicjujacy sposréd zwykle stosowanych w tym typie polimeryza-
cji, ktdre nie niszczg aktywnosci enzymatycznej komorki.

Odpowiednimi komonomerami sa na przyktad kwasy akrylowy, a-chloroakrylowy i metakrylowy oraz
estry glicydylowy, nizsze estry alkilowe, dwupodstawione przy azocie estry aminoalkilowe, amidy, amidy podsta-
wione nizszymi grupami alkilowymi, amidy podstawione grups metylolows, jednopodstawione przy atomie azotu,
aminoalkiloamidy jednopodstawione przy atomie azotu oraz aminoalkiloamidy dwupodstawione przy atomie
azotu wspomnianych wyzej kwaséw, a takze styren, butadien i izopren. Korzystnymi komonomerami s3 styren,
kwas akrylowy, metakrylan [2-hydroksy-3-/1-[4-metylopiperazynylo]-propylu, a zwlaszcza metakrylan metylu.

Jesli chodzi o monomery sieciujgce, to mozna tu zastosowaé wiele réznych zwigzkow, ktére nadajg polime-
rowi charakter sieci tréjwymiarowej oraz nierozpuszczalnos¢ w wodzie koricowego produktu, na przyktad mone-
mery akrylowe lub zwiazki olefinowe i inne znane, stosowane w tym celu substancje. Przyktadami takich mono- .
meréw sa: dwuakrylan 1,3-butylenu, dwumetakrylan glikolu etylenowego, dwumetakrylan 1,3-butylenu, dwu-
akrylan 1,6‘heksametylenu, dwuakrylan etylenu, dwumetakrylan glikolu dwumetylenowego, N,N'-metylenobis-
akrylamid, dwumetakrylan glikolu neopentylowego, tréjmetakrylan 1,1,1-tréjmetyloetanu oraz dwuwmyloben—
zen. Korzystnym monomerem sieciujacym jest N,N’-metylenobisakrylamid.

Reakcje polimeryzacji i kopolimeryzacji inicjowane s3 wolnymi rodnikami. Odpowiednimi wolnorodniko-
wymi uktadami inicjujgcymi s te uktady, ktére wytwarzaja wolne rodniki z szybkoscig odpowiednig dla polime-
ryzacji lub kopolimeryzacji w warunkach agodnych, narzucanych czutoscig termiczng enzymowej reszty komor-
ki. Z tego tez wzgledu najkorzystniejsze s3 inicjujace uktady redukujgco-utleniajgce. Przyktadami takich ukta-
déw s3 zwiazki nadtlenowe, takie jak nadsiarczany amonu, sodu lub potasu, nadtlenek benzoilu oraz nadtleno-
dwuweglan dwu-/Il-rzed.butylu/ w potaczeniu ze srodkami redukujacymi. {4ii;iii jak tiosiarczan sodu, metadwu-
siarczyn sodu, sze$ciowodzian siarczanu Zelazowo-amonowego, nitryl kwys, Wu,nptyloanunopropxonowego lub
ryboflawina. Szczegélnie korzystnym uk}adem inicjatorowym jest uktad, Llu zotiy Z nitrylu kwasu dwumetylo-
aminopropionowego i nadsiarczanu amonu.

Sktad polimeru moze si¢ wahaé w szerokich granicach, przy czym najkorzystmejszy skiad, wyraZzony
w procentach molowych catej ilosci monomeru wynasi- 15-90% reaktywnege wzgledem komdrek monomeru,
0—60% komonomeru i 10—40% monomeru sieciujacego. Propercje takie 83 korzystne zaréwno przy wigzaniu
komérek z monomerem, jak i uprzednio wytworzonym polimerem.

W niekt6rych przypadkach komérki poddaje si¢ dziataniu wielofunkeyjnego reagenta slecm]qcego celem
zmniejszenia strat enzymu z komérek. Chociaz doktadny mechanizm tego zjawiska nie jest w peini zrozumiaty,
to jednak przyjmuje sig, e jedna klasa reagentéw wielofunkcyjnych reaguje i przez to sieciuje grupy aminowe
w blonie komérki, efektywnie zmniejszajac jej porowato$é. Inna kiasa tych zwigzkéw daje taki wynik przez
aktywacje grup karboksylowych, wystgpujacych w btonie komérkowej, ktére to grupy reaguja nasigpme z gru-
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pami aminowymi btony komérkowej, tworzgc wigzania amidowe. Typowyml przyktadami pwrwsze] z tych klas
reagentéw s3 takie zwigzki, jak aldehyd pirogronowy, glioksal, aldehyd hydroksyadypinowy, chlorek cyjanutu,
czteroazanowana o-dwuanizydyna, bis-dwuazanowana benzydyna, 1,3-dwuflucfo-4 ,6-dwunifrobenzen, - tolue-
no-2,4-dwuizocyjanian, a zwlaszcza aldehyd glutarowy. Druga klasa zwigzkéw obejmuje takie reagenty, jak
chloromréwczan etyly oraz rozpuszczalne w wodzie karbodwuimidy, na przyktad chlorowodorek 1-etylo-3./3'-
dwumetyloaminopropylo/-karbodwuimidu. ‘

Komérki mozna poddaé dziataniu-tych zwigzkéw w czasie, przed, lub tez po przytgczeniu.ich do reaktyw-
nego monomeru, badz tez polimeru. Podobnie jak zwigzanie komdrki, réwniez t¢ obrébke prowadzi si¢ w érodo-
wisku wodnym. Reakcj¢ t¢ mozna prowadzi¢ efektywnie w szerokim zakresie temperatur, lecz korzystny zakres
- temperatur wynosi 5—50°C, a zwtaszcza 10—30°C. ZaleZnie od zastosowanej temperatury i charakteru reagenta
obrébka taka wymaga zwykle czasu od 0,5-10 godzin, najkorzystniej 2—4 godziny. Niezbedna iloé¢ uzytego
reagentu zmienia si¢ znacznie i wynosi zwykle 1—-50% wagowych masy komorek w stanie wysuszonym, a najko-
rzystniej 5S—25% wagowych. .

Opisany sposéb unieruchomienia komérek przez wytworzenie chemicznych wigzari kowalentnych z nieroz-
puszczalnym w wodzie polimerem i ewentualng obr6bke, zmniejszajacg utrate¢ enzymu z komérek, daje caty
unieruchomiony uktad enzymowy bez koniecznoéci wyodrebniania odpowiedniego enzymu. Dlatego tez, ze
wzgledu na jego stabilno$¢ iszczegSlng postaé, utatwiajacg odfiltrowanie, produkt ten mozna w efektywny
sposéb stosowaé w srodowisku wodnym jako katalizator w procesach, wymagajacych badz stosowania zawrotow,
bad# tez prowadzonych w sposdb ciagly.

Sposéb wedtug wynalazku zilustrowano w ponizszych przyktadach.

Przyktad I Do 80 g metakrylanu glicydylu i 1,0 | wody dodano podczas mieszania 30 N,N-metyleno-
bisakrylamidu. Catos¢ mieszano przez 15 minut w temperaturze pokojowej, dodano 10 g metakrylanu metylu
i mieszaning ochtodzono do temperatury okoto 5°C, po czym przepuszczano przez nig na zimno przez okres 15
minut gazowy azot. Nastepnie do mieszaniny dodano 20 ml nitrylu kwasu dwumetyloaminopropionowego i 2 g
_ nadsiarczanu amonu i cato$¢ mieszano w atmosferze azotu, w temperaturze 10°C do chwili rozpoczecia polime-
ryzacji, a nastgpnie mieszano nadal 1 godzing w temperaturze pokojowej, po czym caiBs¢ odstawiono na okres
2 godzin. Do otrzymanego ciata statego dodano 750 ml wody i calos$¢ energicznie mieszano w celu rozbicia
polimeru. Ciato state odsaczono, przemyto wodg i wysuszono na powietrzu, uzyskujgc 120 g biatego rozdrobnio-
nego polimeru.

Przesaczono bulion fermentacyjny Aspergillus niger (NRRI-3, szczep Pfizera FD 2454), fermentowany
w zanurzeniu w warunkach aerobowych w temperaturze 33°C przy wartosci pH = 5.8—7,0 na podtozu glukozo-
_wym. Komérki przemyto wods i odcisnigto do postaci pét suchej pasty. Komérki w ilosci 250 g, 55 g suchej
masy umieszczono w roztworze zawierajacym 22 g, 25% wagowo, wodnego roztworu aldehydu glutarowego
w 1000 ml wody. Warto$é pH zawiesiny doprowadzono do 6,2 i mieszano przez 1 i.3/4 godziny w temperaturze
pokojowej. Ciato state odsgczono i przemyto wody, uzyskujac 104 g obrobionych wilgotnych komérek, posiada-
jacych 76% poczgtkowe;j aktywnosci oksydazy glukozowej. )

Zawiesing 32 g wilgotnych obrobionych komorek i 16 g polimeru metakrylanu glicydylu w 240 ml wody
mieszano przez okres 30 godzin w temperﬁtdrz"e pokojowej, a nastepnie przesgczono. Ciato state przemyto wodsg,
uzyskujgc 126 g wilgotnych unieruchomionych komérek, posiadajacych S8% aktywnosci oksydazy. ﬂdkozowej
w stosunku do aktywnosci oryginalnych, nieobrabianych komorek.

Przyktad II. Do zawiesiny 600 mg obrabianych, wilgotnych komdrek Aspergillus, otrzymanych
w sposGb podany w przykiadzie | (23 jednostki aktywnofci oksydazy glukozowej na 100 mg), w 20 ml acetoni-
trylu, dodano jednoczesnie 600 mg chlorku metakroilu i 400 mg tréjetyloaminy. Cato$é mieszano w temperatu-
1ze pokojowej przez okres 2 godzin, a nastgpnie przeniesiono do 20 ml wody (wartos¢ pH mieszaniny wynosita
6,3). Do mieszaniny wodnej dodano w atmosferze azotu 1,3 g N,N-metylenobis-akrylamidu, 750 mg metakryla-
nu i 300 mg kwasu akrylowego, po czym pH mieszaniny doprowadzono do wartosci 6,7 i dodano 0,5 mi nitrylu
kwasu dwumetyloaminopropionowego i 250 mg nadsiarczanu amonu.

Po dwéch godzinach-do §rodowiska reakcji wprowadzono dalsze 150 mg nadsiarczanu amonu i mieszano
dalej przez 1 godzing, anastgpnie do mieszaniny reakcyjnej dodano réwng jej objetod¢ wody i odwirowano.
Pozostatod¢ odsgczono i przemyto wods, uzyskujsc 32,25 g wilgotnych unieruchomionych komérek, posiadaja-
cych 78% aktywnosci oksydazy glukozowej w stosunku do aktywnosci oryginalnych nieobrabianych komérek.

Przyktad III. Wilgotne unieruchomione komoérki, otrzymane w sposéb opisany w przyktadzie I
(47,3 8), umieszczono w 100 ml wodnego foztworu, zawierajacego 10 g glukozy i catoéc mieszano w temperatu-
rze pokolowe] z napowietrzeniem przez okres 21 godzin. Uzyskano 99% konwersj¢ do mieszaniny kwasu gluko-
nowego i delta glukonolaktonu i oznaczono 67% oryginalnej aktywnosci enzymatycznej.
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Utlenianie to moZna powtdrzy¢ przy uzyciu 30 g wilgotnych unieruchomionych komérek z przykiadu II

w 20 ml wodnego roztworu, zawierajgcego 2 g glukozy, uzyskujac poréwnywalng konwersje i odzylkaktyvno‘d-
- enzymatycznej.

Przyktad IV. Bulmn ‘fermentacyjny Proteus rettgeri (ATCC 9250, szczep Pfizera FD 18470-- 76—60),
fementowany w zanurzeniu w warunkach - aerobowych w temperaturze 28°C przy wartoéci pH = 6,8—7,0 ma
podioiu 7 kazeiny mlecznej odwirowano i komérki rozdrobniono w wodzie i odcifnigto do postaci pétsuchej
pasty. Do zawiesiny wilgotnych komérek (7.5 g suchej masy) w 100 ml wody dodano 4 g 25% wagowo wodnego

~roztworu aldehydu: glutarowego. Catoé¢ mieszano przez okres 3 gndzln przy wartofci pH = 7 0, a nastepnie
odwirowano.

Obrabiane komérki ponownie zawneszom\> w 100 ml wody i dodano podczas mieszania 7,5 g polhmmv :
metakrylanu glicydylu 2 przyktadu 1. Catoéé mieszano przy wartofci pH = 7,0, w temperaturze pokojowe], przez
okres 30 godzin. Ciato state odsgczono, przemyto woda lprzcchowymo w postaci wilgotnego produktu do
czasu uzycia. Unieruchomione komorki wykazywaty 65% aktywnosci komérek niecbrabianych, przy czym po-
miar oparto na szybkosci konwersji penicyliny G do kwasu 6-aminopenicylanowego (6—APA). - .

Przyktad V. Do zawiesiny 20g (5,0 g suchej masy) umeruchomionych komdrek Proteus lettprl
z przyktadu IV w 500 ml wody przy wartoéci pH = 8,0 i w temperaturze 37°C dodano S g soli potlsowej penk:y '
liny G. Warto$¢ pH mieszaniny utrzymywano na poziomie 8.0, dodajac i jednoczednie dokonujac ponilru
1 n roztw6rNaOH, az do catkowitego zakoriczenia hydrolizy, co nastgpito po uptywie 3 godzin.

Unieruchomione komérki odsaczono, przemyto wods i przechowywano w postaci wilgotnego produktu do
dalszego uzycia. Wartos¢ pH przesaczu doprowadzono do 2 przy uzyciu 2 n roztworu HCI i ekstrahowano octa-
nem etylu. Warto$¢ pH otrzymanej warstwy wodnej doprowadzono do 4.3 przy uiyciu 2 n roztworu NaOH,
zatgzono j ochtodzono, uzyskujyc biate, krystaliczne ciato state. Krysztaly odsgczono, przemyto wody i wysu-
szono na powietrzu, otrzymujac 2.17'g (wydajnoscé 75%) czyslego kwasu 6-aminopenicylanowego. Po 20 cyklach
hydrolizy unieruchomione komérki zachowywaty nadal okoto 50% aktywnosci acylazy penicyliny w stosunku
do oryginalnych unieruchomionych komérek z przykiadu IV.

Przyktad VI Do energicznie mieszanych w atmosferze azotu 3,6 g metakrylanu bromoacetylohydro-
ksyetylu w 15 ml wody dodano 375 mg.N,N’-metylenobisakryloamidu. Mieszaning ochtodzono do temperatury
5°C i dodano 0,25 ml nitrylu kwasu dwumetyloaminoptopionowego i 38 g nadsiarczanu amonu. Catoé¢ mieszano
powoli w temperaturze pokojowej az do rozpoczecia polimcryzacji. Mieszadto nastepnic zatrzymano i mieszani- -
ng reakcyjng utrzymywano w temperaturze pokojowej przez 2 godziny. Otrzymang zawiesing rozcieiczono
25 ml wody i odsgczono. Osad przemyto woda i wysuszono na powietrzu, uzyskujac 3,7 g polimeru.

Odcisnigte do stanu wilgotnego komorki Proteus rettgeri hodowane i wyodrebnione, jak w przykladzie v
(10 g, 2 g-suchej masy), umieszczono w roztworze, zawierajgcym 0,8 g 25% wagowo wodnego roztworu aldehydu
glutarowego w 50 ml wody. Wartos¢ pH zawiesiny doprowadzono do 7,0, catoéé. mieszano przez 3 godziny
w temperaturze pokojowej i odwnrowano Obrobione komorki rozdrobniono w 50 ml wody i odcisnigto do posts- -
ci pétsuchej pasty.

Zawiesing 10g obrabnanych komérek i20g polimern metakrylanu bromoacetylohydroksyloacetylu
w 120 ml wody energicznie mieszano przez okres 30 godzin w temperaturze pokojowej przy wartoici pH = 7,0,
Mieszaning przesgczono i cialo state przemyto wods, uzyskujac 36,8 g wilgotnych unieruthomionych komérek,
posiadajacych 75% aktywnoéci acylazy penicylinowej w stosunku do oryginalnych komdrek nie poddawanych
obrébce.

Przyktad VII Do zawiesiny 46 g wnlgotnych umeruchonnonych komorek z przykladu VI w 500 mi
wody o wartosci pH = 8,0 i w temperaturze 37°C dodano 5 g soli potasowej penicyliny G i wartoé¢ pH zawiesiny
utrzymywano na poziomie 8,0 przez state dodawanie 1 n roztworu NaOH. W czasie dodawania njemownno
wartoé¢ pH i hydroliz¢ doprowadzono do korica w ciggu 3 godzin. Unieruchomione komdrki odsgczono, przemy-
to wodg i przechowywano w stanie: wilgotnym do dalszego uzycia. Warto$¢ pH przesaczu doprowadzono do
7 przy uzyciu 2 n roztworu HCl i ekstrahowano octanem etylu. Wartos¢ pH warstwy wodnej doprowadzono przy
uzyciu 2 n roztworu NaOH do 4,3, zatgzono i ochtodzono, uzyskyjac krystaliczny kwas 6-aminopenicylanowy.

Przyktad VII. Zawiesing 25 g wilgotnych, poddanychobrébce komdrek Alpeﬂlllus niget, takich
w przyktadzie I i 2 g metakrylanu glicydylu w 60 ml wody mieszano przez okres 17 god-in w temperaturze 7 C.
Zawiesing t¢ dodano do mieszaniny 2,2g N N’-metylenobu-lluylunidu -2 ml ‘styrenu, 450 g metakrylanu .
metylu, 0 5 ml nitrylu kwasu dwumetyloaminopropionowego i 1,5 metakrylanu [2-hydrok:y-3-ll [4-metylopipe-
razynylo]-propylu] w 40 mt wody przy wartodci pH = 6,8. Mieszanine w atmosferze azotu zadano: 200 g sd-
siatczanu amonu i mieszano przez 3 godziny w temperaturze pokojowej. Ciato state, uzyskane wwyétw »
odsaczono, przemyto woda, uzyskujac 43,6 wilgotnych unieruchomionych komdrek, Wﬂlmm _
nosci oksydazy glukozong w stosunku do oryginalnych komérek, nie poddawanych obrébee,
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‘Przy ktad IX' Wilgotne unieruchomione komérki (283¢g) 2 przyk{adu Vlﬂ umleszczono ‘w200 ml
‘wodnego roztworil, zamerajqé’égo 20 g glukozy i catosé mieszano napowietrzajac przez’ ekres 21 godzm w tempe-
“raturze pokojowej. Otrzymano z wydajnoscia 80% mieszaning kwasu glukonowego 1delta glukonolaktonu, Za-
Iwnesmg réakcyjng przesaczono i ciato state przemyto wodg, otrzymujac 28 g wﬂgotnych umeruchomionth »

komérek posmdajqcych 82% oryginalnej aktywnosci enzymatycznej.

Przyktad X Zawiesing 5 g odcisnigtych do stanu wilgotnego komdrek Proteus rettgeri hodowanych; -
-.1wyodr¢bmonych jak w przyktadzie IV i 10 g polimeru metakrylanu glicydylu z przyktadu I w 65 m! wody.-

mleszano energicznie przez okres 24 godzin w temperaturze pokojowej. Mieszaning przesaczono i osad przemyto,:
,uzyskujqc 269 g wﬂgotnych unieruchomionych komérek, wykazujacych 62% poczatkowe;j aktywnosc1 acylazy
penif'ylmowe]
: Unieruchomione komérki (25 g, 1.g suchych komérek) umieszczono w roztworze zawierajacym 0,4 g 25%
: dhego Toztworu aIdehydu glutarowego w 50 ml wody. Warto§é pH zawiesiny doprowadzono do 7,0 i mieszano
Pradz 3 godzmy ‘W temperaturze pokojowej. Zawiesing przesgczono i osad przemyto wods, uzyskujac 23,2 g
w11 otnych obrobionych, unieruchomionych komérek, wykazujacych 79% aktywnosci acylazy penicylinowej
w gownku do umeruchormonych komérek, nie poddawanych obrébee.
N Priz y ktad XI. Do zawiesiny 12 g wilgotnych, umeruchomlonych komérek, otrzymanych w przykta-
Tazks X, w 100 mt wody przy wartosci pH = 8,0 i w temperaturze 37°C dodano 1 g soli potasowej penicyliny G
rwartosé pH mleszamny reakcyjnej utrzymywano na poziomie 8,0, dodajac 1 n roztwdr NaOH przy jednocze-
snym pormzrrze pH. Rekcj¢ doprowadzono do korica po uptywie 3 godzin. Unieruchomione komérki odsaczono,
przemyto wodq i przechowywano w postaci wilgotnej do dalszego uzycia. Wartos¢ pH filtratu doprowadzono do
wartoscl 2za pomoca ‘2 n HCli ekstrahowano octanem etylu. pH otrzymanej warstwy wodnej doprowadzono do
pscl 43 za pomocy "2 n NaOH, zatezono t¢ warstwg i ochtodzono, otrzymujae krystaliczny kwas 6-- APA.

. P T 2 y ktad- XIL Zawiesing komdrek Aspergillus niger, hodowanych i wyodrgbnionych jak w przykta-
r (20’ g, 4 g suchej masy) i 8 g metakrylanu glicydylu w 100 ml wody wytrzgsano w temperaturze pokojowej
przez oktes 18 godzm po uprzednim doprowadzeniu pH do wartosci 7,5. Nastgpnie dodano 1,5 g N,N’-metyleno-
blsa.kxytamldu lotr7ymanq zawiesing mieszano w atmosferze azotu w ciagu 15 minut, po czym ochtodzono do
ie‘m eratury 5° ¢, dddano 150 mg nadsiarczanu amonu i 1 ml nitrylu kwasu dwumetyloaminopropionowego i ca-
'loé ., mleszagno ‘wter peraturze otoczenia przez okres 3 godzin. Powstate w reakcji ciato przesgczono, przemyto
: R zyskulqc g w1|gotnych unieruchomionych komorek. wykazlnjqcych 62% oryginalnej aktywnosci oksy

oRSydézy glukomwej w poréwnaniu z umeruuhomlonynu komodrkami przed poddamem ich obrobce za pomoca

afdehydu glutarowego.
P rzyl ‘Ktad XIIIL Wilgotne, poddane obrébce unieruchomione komérki (14 g) z przyktadu XII umiesz-

zono_ W 15 ml wodnego mztworu zawnerajqcego 1.5¢g glukozy i catos¢ mieszano przy napometrzamu w quu

enzymatyéznq porownywalnq z wymkaml uzyskanymi w przyktadzie III.

‘Przyktad XIV. Komérki Rhodotorula gracilis (NRRL Y1091, hodowla Pfizera FD 6521) wyodre-
bniono przez' wirowanie z bulionu fermentacyjnego, poddawanego fermentacji w zanurzeniu w warunkach aero-
bOWych w temperaturze 28°C, przy wartosci pH = 6,8--7,0 na podtozu glukozowym. 50 g przemytych komérek
w50 mi wody poddano dziataniu 5 g polimerycznego metakrylanu gllcydylu z przyktadu [. Catosé mieszano
w- temperaturze pokojowej przez okres 20 godzin. Zawiesing przesaczono i osad przemyto wodg, uzyskujac 63 g
mlgotnych umeruchomlonych komorek posiadajacych 49% oryginalnej -aktywnosci amonoliazy fenyloalanino-
wej.

'J. Pr zyktad XV. pH zaw1esmy 14,74 ¢ w1|gotnych unleruchonuonych komorek z przyktadu XIV
w 30 ml wody, zawierajacej 2,25 g kwasu transcynamonowego 6,52 g chlorku amonu i 3,3 ml stezonego wodoro-
tlenku’ -amonowego doprowadzono do wartosci pH = 9,5. Mieszaning wytrzasano w temperaturze 37°C przez 18
god’:m, uzyskujac wydajnos¢ okoto 90% w odniesieniu do 1-fenyloalaniny, obliczone. z odzyskanego kwasu
cynhmoﬁows;go State reagenty odsqczono, przemyto woda, uzyskujac 14 g wilgotnych unieruchomionych komg-
ek, wykazﬁjqcych 77% ich pierwotnej aktywnosci amonoliazy fenyloalamnowe] 1-fenyloalaning wyodrgbniono

z prz'esz{czu przy uzyciu znanych metod.
R
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Przyktad XVI. Zawiesing 40 g przemytych komoérek Rhodototula gracilis, hodtvwanych i wyodre-
bmon\ ch jak w przvkiadzie XIV oraz 8 g metakrylanu glicydylu w 80 ml: mdy mieszano W temperaturze poko-
jowej przez oktes 1.5 godzin, po uprzednim doprowadzeniu pH do wartéicr? ,2. Nastepnie dodano 1,5 g N,N-me-
tylcnnlmakrylamdu i otrzymang zawiesing mieszano w atmosferze azotu przez 10 minut, po czym ochtodzono
do temperatury 5 C, dodano 150 mg nadsiarczanu amonu i 1 ml nityty: kwasu dwumeétyloaminopropionowego
i catosé mleszzmo w tfemperaturze, poko;owej przez, okres 3 godzin. Mleszanmg reakcyjng rozcieficzono wods
i przesaczono, Pollmeryt.my osad pm!myto wodg, uzyskujqc 6 62,3 g wilgotnych umeruchomionych komdrek,
wykazujacych 44% oryginalnej aktywnosci amonoh;;zy fenyloalaninowe;j. :

Przyktad XVIL pH zawiesiny 15g wﬂgotnych unieruchomionych komérek z przykitadu XVI
w 30 ml wody, zawierajacej 1,12 g kwasu transcynamonowego, 320 mg chlorku amonu i 1,6 ml stezonego roz-
tworu amoniaku doprowadzono do wartosci pH = 9,5. Mieszanine wytrzasano w temperaturze 37°C przez 18
godzin, uzyskujac wydajnoéé 1-fenyloalaniny, poréwnywalng z uzyskana w przyktadzie XV.

Przyktad XVIIL Zawiesing 15 g odcisnigtych do stanu wilgotnego komérek Proteus rettgeri, wyhodo-
wanych i wyodrgbnionych, jak w przyktadzie IV oraz 30 g polimeru metakrylanu glicydylu z przyktadu [
w 100 ml wody energicznie mieszano w temperaturze pokojowej przy wartosci pH = 7 przez okres 18 godzin.
Zawiesing nasigpnie odwirowano i ciato state przemyto woda, uzyskujac 100 g wilgotnych, umeruchomlonych

komorek, posiadajacych 100% poczatkowej aktywnosci acylazy penicylinowe;j.

Do zaw1es1ny 25 g wilgotnych, unieruchomionych komérek w 70 ml wody przy wartosci pH = 8,0, w tem-
peraturze 37°C dodano 1 g soli potasowej penicyliny G. Hydrolizg prowadzong przy wartosci pH = 8.0, utrzymy-
wanym przez ciggte dodawanie | n roztworu NaOH 'z jednoczesnym pomiarem pH, doprowadzono do korica
w ciagu 3 godzin. Nast¢pnie zawiesing przesgczono i unieruchomione komaérki przemyto woda i przechowywano
w postaci wilgotnej do dalszego wykorzystania. Efektywnos¢ tych komdrek w procesie wytwarzania kwasu
6-aminopenicylanowego nie byta tak duza, jak efektywnos¢ unieruchomionych komérek z przyktadu LV, ponie-
waz komorki zachowywatly po dwdch Lyk]dbh hydrolizy jedynie 15% aktywnosci acylazy penicylinowej w po-
réwnaniu z oryginalnymi komérkami.

Przyktad XIX. Do 25g metakrylanu 2-hydroksyetylu w 100 ml wody dodano 12,5 g bromocyjanu,
rozpuszczonego w 100 ml wody, pH mieszaniny natomiast doprowadzono do wartosci 11 § n roztworem NaOH,
co spowodowato wzrost temperatury reakcji do 46°C, wartoé¢ pH utrzymywano na tym samym poziomie az do
momentu, gdy przestato by¢ konieczne dalsze dodawanie zasady. Mieszaning ochtodzono do temperatury poko-
jowej, pH doprowadzono do wartosci 6,6 i dodano zawiesing 50 g suszonych przez wymrazanie komérek Proteus
rettgeri, uprzednio wyhodowanych i wyodr¢hnionych w spos6b opisany w przyktadzie 1V, ktiére rozdrobiono
w 500 ml wody.

Otrzymang zawiesing mieszano 45 minut. Nastgpnie dodano 25 g akryloamidu i 2,5 g N.N’-metylenobis-
akrylamidu i zawiesing mieszano 15 minut, ochlodzono do temperatury 4°C i dodano 4 ml nitrylu kwasu dwu-
metyloaminopropionowego i 425 mg nadsiarczanu amonu. Mieszaning polimeryzacyjng odstawiono celem ogrza-
nia do temperatury pokojowej i utrzymywano w ciggu | godziny. Nastepnie catosé wymieszano w mieszalniku
Waringa i odwirowano. Uzyskane ciato state, podobne do Zelu rozdrobniono do postaci zawiesiny w wodzie,
powtérnie odwirowano, przemyto wodg i suszono przez wymrazanie, uzyskujgc 112 g suchych, umeruchonno~
nych komérek, wykazujacych 19% poczatkowej aktywnosci acylazy penicylinowej.

Przyktad XX. Do zawiesiny 20 g odcisnigtych do stanu wilgotnego komérek Proteus rettgeri, hodo-
wanych i wyodregbnionych jak w przyktadzie 1V, w 80 ml wody dodano 1 g 25% wagowo, wodnego roztworu
aldehydu. glutarowego i 10 g metakrylanu glicydylu. pH zawiesiny doprowadzono do wartosci 6,8 i calo$¢ mie-
szano w temperaturze. pokojowej przez 2 godziny. Mieszaning w atmosferze azotu poddano dziataniu 19 g
N,N-mietylenobisakrylamidu i 2 g nitrylu kwasu dwumetyloaminopropionowego, jej pH doprowadzono do war-
tosci 7 i dodano 200 mg nadsiarczanu amonu.

" Otrzymang zawiesing imieszano przez 0,5 godziny, a nastepnie odstawiono w temperaturze pokojowej na
1,5 godziny. Ciato state odsaczono i przemyto woda, uzyskujac 81,3 g wilgotnych unieruchomionych komdrek,
wykazujgcych 54% oryginalnej aktywnosei acylazy penicylinowej, w poréwnaniu z nieobrabianymi komérkami.

\ Wilgotng, unieruchomione komdrki stosowano w reakcji konwersji soli sodowej penicyliny G do kwasu
6-aminopenicylanowego, 7godme z przyktadem VII, uzyskujac porownywalne wyniki.

Przyktad XXI Bulion fermentacyjny Bacterium cadaveris (ATCC 9760, szczep Pfizera FD. 24016),
hodowany w zanurzeniu w warunkach aerobowych w temperaturze 28 C, przy wartosci pH = 68 na podlozu
hydrolizatu biatkowego odwirowano i komérki rozdrobniono w wodzie i odcisnigto do postaci pétsuchej pasty.
Do zawiesiny wilgotnych komérek (7,5 g suchej masy) w 100 ml wody dodano 4 g 25% wagowo, wodnego
roztworu aldehydu glutarowego. Calo$¢ mieszano przez okoto 2 godzin przy wartosci pH =7, a nastcpnie‘
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odwirowano. Poddane obrébce komérki rozdrobniono do postaci zawiesiny w 100 ml i dodano 7,5 g polimeru
metakrylanu glicydylu z przyktadu I podczas mieszania. Calo$é mieszano przy wanoﬁé{ p pH = okoto 7,0,
w lemperaturze pokojowej przez okres 30 godzin. Cialo staie 'odsgczono, przemyto wodq :pruchowywmo
w postaci wilgotnej do czasu uzycia. ‘

Przyktad XXII 120g kwasu fumarowego dodano do 140 ml stezonego roztworu amoniaku. pH
mieszaniny doprowadzono do wartosci 8,5 wodorotlenkiem amonowym, a objgto$é uktadu doprowadzono do
600 ml przez dodanie wody. Unieruchomione komérki z przyktadu XXI, poslada]qce 7000 aktywnosci amonolia-
zy asparginianowej, dodano do mieszaniny i catoé¢ mieszano w temperaturze 37° C przez okres 4 godzin. Po
przesaczeniu mieszaniny reakcyjnej pH przesaczu doprowadzono do wartosci 2,8 kwasem siarkowym, co spowo-
dowato wytracanie si¢ kwasu asparginowego.

Zastrzezenia patentowe

~ 1. Sposéb unieruchomiania komérek drobnoustrojow,znamienny tym, Ze komérki kontaktuje sie -
z wielofunkcyjnym reagentem sieciujagcym i traktowane w ten sposob komérki kontaktuje si¢ w srodowisku wo-
dnym z nierozpuszczalnym w wodzie, rozdrobnionym polimerem do czasu utworzenia kowalentnych wigzar
komérek z polimerem, przy czym stosuje si¢ polimer otrzymany w wyniku polimeryzacji, prowadzonej w obec-
nosci monomeru sieciujacego i inicjatora polimeryzacji monomeru o wzorze 1, w ktérym R, oznacza atom wodo-
tu lub chloru albo grupe metylows, a W oznacza grupe o wzorze 2, 3, 4 lub 5, w ktérych to wzorach R, oznacza
atom chlorowca, grupe azydows, grupe 2,3-epoksypropoksy, grupe epitiopropoksy, grupe N-/2,3-epoksypropy-
lo/-aminowa, grupe N-[/p-dwuazoniochloro/-fenylo|-aminows, grupe akryloiloksy, nizsza grupe alkoksykarbony-
loksy lub grupg benzenosulfonyloksy, X oznacza atom tlenu lub .grupe NR;. w kté_fej R; oznacza atom wodoru
lub grupe alkilowa, zawierajagcg 1—6 atoméw wegla, Y oznacza ugrupowanie alkilenowe, zawierajace 2 lub 3
atomy wegla, n oznacza liczbg catkowita, wynoszacg 1 lub 2, Z oznacza grupe chlorowcoacetylenows, grupe
2-/4,6-dwuchloro/-s-triazynylowa, grupe p-toluenosulfonylowa. grupe p-/chlorowcometylo/benzoilows lub grupe
cyjanows, a X’ = X, pod warunkiem, ze jezeli Z oznacza grupe p-toluenosulfonylows, to X’ oznacza atom tlenu.
2. Sposéb wedtug zastrz. I, znamienny ty m, Ze stosuje si¢ wielofunkcyjny reagent sieciuvjacy, zdol-
ny .do tworzenia wigzan z grupami aminowymi komérek drobnoustrojow.
3. Sposob wedtug zastrz. 2, znamienny ty m, Ze jako wielofunkcyjny reagent sieciujacy stosuje sie
aldehyd glutarowy.
4. Sposéb unieruchomiania komoérek drobnoustrojéw, znamienny ty m, ze komorki kontaktuje sig
z wielofunkcyjnym reagentem sieciujgcym i traktowane w ten sposéb komorki kontaktuje si¢ w srodowisku wo-
dnym z nierozpuszczalnym w wodzie, rozdrobnionym polimerem do czasu utworzenia kowalentnych wigzan
komérek z polimerem, przy czym stosuje sig polimer otrzymany w wyniku polimeryzacji, prowadzonej w obec-
nosci monomeru sieciujgcego i inicjatora polimeryzacji monomeru o wzorze 1, w ktérym R, oznacza atom wodo-
ru [ub chloru albo grupe metylows, a W oznacza grupe o wzorze 4 lub S, w ktérych to wzorach R, oznacza
grupg hydroksylowy, X oznacza atom tlenu lub grupg NR;, wktérej Ry oznacza atom wodoru lub grupe
alkilows; zawierajacg 1--6 atomow wegla, Y oznacza ugrupowanie alkilenowe zawierajace 2 lub 3 atomy wegla,
n oznacza liczbe catkowita wynoszacg 1 lub 2, Z oznacza atom wodoru, a X' = X, ktéry to polimer aktywuje si¢
przed reakcja zwigzkiem, aktywujacym grupe karboksylowa, o wzorze chlorowiec -- Z, w ktérym Z oznacza
~ grupe chlorowcoacetylowa, grupe 2-/4,6-dwuchloro/s-triazynylows, grupe -p-toluenosulfonylowa, grupe p-chlo-
rowcometylo/benzoilowa lub grupe cyjanows.
5. Sposéb unieruchomiania komorek drobnoustrojow, znamienny tym, ze komorkl kontaktuje sig
z wielofunkcyjnym teagentem sieciujacym i traktowane w ten sposob komorki kontaktuje si¢ w-srodowisku wo-
vdnym z nierozpuszczalnym w wodorze, nienasyconym monomerem etylenowym, zawierajacym grupy zdolne do
reakcji z grupa aminows, do czasu utworzenia kowalentnych wigzai komoérek z monomerem. a nastgpnie polime-
ryzuje si¢ ten monomer w obecnosci monomeru sieciujacego i inicjatora polimeryzacji, przy czym stosuje si¢ -
monomer o wzorze 1, w ktérym R, oznacza atom wodoru lub chloru albo grupg metylows, a W oznacza grupe
o wzorze 2, 4, 3 lub 5; w ktérych to wzorach R, oznacza atom chlorowca, grupg azydows, grupe 2,3-epoksypro-
poksy, grupe epitiopropoksy, grupe N-/2,3-epoksypropylo/-aminowg, grupe N-[/p-dwuazoniochloro/-fenyloJami-
nows, grupe akryloiloksy, nizsza grupe alkoksykarbonyloksy lub grupe benzenosulfonyloksy, X oznacza atom
tlenu lub grupe NRj, wktorej Ry oznacza atom wodoru lub grupg alkilows, zawierajaca 1--6 atomow wegla,
Y oznacza ugrupowanie -alkilenowe, zawierajace 2 lub 3 atomy wegla, n oznacza liczb¢ catkowity, wynoszaca |
lub 2, Z oznacza grupe chlorowcoacetylowa, grupe 2-/4.6-dwuchloro/-s-triazynylowa, grupe p-toluenosulfonylo-
wa, grupe -p-/chlorowcometylo/-benzoilows lub grupe cyjanows, a X’ = X, pod warunkiem, ze jezeli Z oznacza
grupe p-toluenosulfonylowa, to X oznacza atom tlenu. :
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6. Sposob. wedtug zastrz. 5, znamienny tym, Ze stosuje si¢ wielofunkcyjny reagent sieciujacy, zdol-
ny do tworzenia wigzan z grupami aminowymi komorek drobnoustrojéw.

7. Sposéb wedtug zastrz. S, znamienny ty m, ze jako wielofunkcyjny reagent slecluyM stosuje si¢
aldehyd glutarowy.

8. Sposéb unieruchomiania komérek drobnoustrojéw, znamienny ty m, ze komérki kontaktuje sie
2 wielofunkcyjnym reagentem sieciujacym i traktowane w ten sposéb komorki kontaktuje sie w srodowisku wo-
dnym z nierozpuszczalnym w wodzie, nienasyconym monomerem etylenowym, zawierajacym grupy zdolne do
reakcji z grupa aminows, do czasu utworzenia kowalentnych wigzaii komérek z monomerem, a nastgpnie polime-
ryzuje si¢ ten monomer w obecnosm monomeru sieciujgcego i inicjatora polimeryzacji, przy czym stosuje sie
monomer o wzorze 1, w ktérym Rl oznacza atom wodoru lub chloru albo grupe metylows, a W oznacza grupe
o wzorze 4 lub 5, w ktérych to wzorach R, oznacza grupe hydroksylowa, X oznacza atom tlenu lub grupe NRj,
w ktérej Ry oznacza atom wodoru lub grupe alkilenows, zawierajgcg 1—6 atomow wegla, Y oznacza ugrupowa-
nie alkilenowe, zawierajace 2 lub 3 atomy wegla, n oznacza liczbg catkowita, wynoszaca 1 Tub 2, Z oznacza atom
wodoru, a X’ = X, ktéry to monomer aktywuje si¢ przed reakcja zwigzkiem aktywujacym grupe karboksylows,
o wzorze chlorowiec - Z, w ktérym Z oznacza grupe chlorowcoacetylows, grupe 2-/4,6-dwuchloro/-s-triazynylo-
wa, grupe p-toluenosulfonylows, grupe p-/chlorowcometylo/-bénzoilowg lub grupe cyjanows.

9. Spos6b unieruchomiania komorek drobnoustrojéw, znamienny ty m, ze komérki kontaktule sie
w srodowisku wodnym z aldehydem glutarowym i traktowane w ten spos6b komérki kontaktuje si¢ w $rodo-
wisku wodnym z metakrylanem glicydylu do czasu utworzenia kowalentnych wigzaii z monomerem, po czym
polimeryzuje si¢ otrzymany monomer w §rodowisku wodnym w obecnosci N,N'-metylenobisakryloamidu i nitry-
lu dwumetyloaminopropionowego z nadsiarczanem amonu.
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