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Nézov prihlasky vynalezu: Spdsob pripravy polyakrylamidovych katalyzatorov pre biotransformécie

Anotécia:

Sposob pripravy katalyzitorov spofiva v imobilizacii
biopolymérov, hlavne proteinov a enzymov rézeho
stupiia Cistoty, intaktnych alebo dezintegrovanych bu-
niek mikroorganizmov a ich zmesi, zachytenim do poly-
akrylamidového gélu a imobilizicii zosietenim v tomto
géli. Tento el sa dosiahne tym, Ze 100 hmotnostnych
dielov aktivnych biopolymérov alebo buniek s obsahom
suliny 1 - 60 % hmotn. sa zmie3a s 0,5 a% 5 hmotn.
dielmi vodného roztoku monoméru, zloZeného z vodné-
ho roztoku akrylamidu a N, N* - metylénbisakrylamidu,
s vyhodou 50 % akrylamidu a § % N, N’- metylénbisak-
rylamidu. K zmesi sa za mieSania pri teplote -3°C aZ 30
°C, s vyhodou 0 aZ 10 °C, prida 0,01 aZ 1, O hmotn.
dielov bifunkéného sietovacieho ¢inidla, s vyhodou
0,02 aZ 0,5 hmotn. diclov glutaraldehydu a poneché sa
reagovat’ 1 aZ 30 min. Potom sa zmes polymerizuje pri-
davkom persiranu a N, N, N’, N’- tetrametyletylén-
diaminu. Vzniknuty polyakrylamidovy gél sa dalej
upravi na velkost’ ¢astic 0,1 a2 Imm, premyva alebo
dalej zbavuje vody a ponechava pred biotransforméaciou
napudiavat’, '
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Spbsob pripravy polvakrvlamidovych katalvzatorowv
pre biotransiformacie
Oblast techniky
'él\
Vvnalez sa tvka gp8sobu pripravy polyakrvlamidovvych

katalvzatorov pre biotransiormiacie, gspofivajici na imobilizacii

akt{ivnvch biocpolvmérov, hlavne proteinov a enzvmov rézneho stupha

¥istoty, nativnvch alebo dezintegrovanych buniek mikrooraganizmov

a ich zmesi, zachvtenim do gélov a imobilizacii zogsietenim
v polvakrylamidovych géloch.

Takéto katalvzatory sU vhodné pre priemyselné biotransformacie,

hlavne vo farmaceutickej a petravinarskej oblasti, napr. pri

biotransformidcidch antibiotik.

Doterajsi stav techniky

Imobilizovand bunkyv mikroorganizmov majl stile rasticu aplikaciu

aj v oblasti chemického priemvslu a pri dekontaminacii Zivotného

prostredia, ako to uvadza prehlad =z rtrokov 1983 - 87 /M.F.
Coughlan.,P.J.Kiersten :J.Microb.Meth.,&,1988,51 - 90/.

) Pri biotransformicii antibiotik, hlavne penicilinov a
cefalosporinov, Sa priemvselne aplikujad

polv-(metakrvl)iglutaraldehvdove 2 poly-aglvecidyl (tmetakry lova)

biokatalvzatory /Murrav Moo Young Ed.: Bioreactor Immobilised

Enzymes and Cells - Fundamentals and Applications. Elgsevier

Applied Scierce, 1988/.
Pri imobilizédcii penicilinacvldzvy na porézne polvakrvionitrilove.

imobilizacia priamo na poréznom

velky wvnmidtorny povrch /7 F. Ishimura a H.

vlidkna sa ukazalo, Ze ucinna je

nosidi, ktorvy ma

Seijo.J.Ferm. Technol. 71,727 .1991,140/ . NajuyssSiu specificku

aktivitu a wvytazok imobilizicie, aj v porovrani s inymi mstodami



pripravy, mal bickatalvzator, v ktorom je enzvm kovalentne
viazany na aglutaraldehvdom aktivovowvané wdrogenovang

polvakryvlionitrilové viakna. V postupe imobilizicie purifikovane)
penicilinacvlazy v poréznych gulifkach polvakrvlamidoveho adlu
sa Ca-algindt-enzvm-polvakrvliamid suspenduje W roztoku

glutaraldehvdu s NaCl a po intermolekulovom zosietent proteinu

Ca—alginAt sa wvvluhuje fosfatouvym tlmivym roztokom. Ziskaju
sa rovnomerné gsféricke gulilky o priemere 1,5 - 2,0 mm bez
difdznej limitacie /A.Prabhune, H.Sivaramen : Appl . Biochem.

Biotechnol., 20, 1991, 2657.

Iny spdsob pripravy hiokatalvzatorov je imobilizacia
enzym—membranovvych komplexov, wvvtvorenvch vizbou enzvmu s bunkami
/ bunky E.coli a‘ purifikovand penicilinacyliza/ popisovana v
P.S.Nys et.al.: Dokl. Akad.Nauk SSSR, 315,4,1990,1000, /Biochim.~.
Takyto komplex imobilizovany v polvakrylamidoveom gelv aktivitou a
stabilitou prevvBuje imobilizovang nativne bunkv aj efzym.
Pripravu bunkovych katalyzatorov pre biotransformacie,
imobilizdciou buniek mikroorganizmov alebo rastlin, rézneho
stupfia integrity a permeabilizicie, chemicky reaktivnvm vo vode
rozpustnvym polvmérom, vzniknutym reakciou polvetvléniminu 3
podobnych aminov s bifunk&nvymi aldehydﬁi dikarhoxvlovdch kvselin,
ake je glutaraldehvd, poéisuje patentaovy spis C8 231458,

DalZ%ie &eskoslovenskée postupy |, zavislé na horsuvedenom patente,
stabilizujd a speviiuju fastice biokatalyzatora[ v oprincipe dalgim
zosietenim bunkovvch katalvzatorov glutaraldehvdom a pripadne

tie¥2 s pridavnou bielkovinou z réznych zdrojov a Sistoty.,

Takéto s Ceskoslaovenske ratenty 241730 pre transformaciu
B3-laktamovvch antibiotik, hlavne PYre eripEpravu kyselinv

6-aminopenicilanovej a kvselinvy 7-aminodeacetoxvoefal osporinoves;

CS 259997 pre imohilizaciu kwvasiniek schoepnvch transformovat
penicilin V; CS patent 251111, pre hvdrolyzu kvselinv
7-B-/4-karboxvbutanamideo—-/cefalosporianosve] unmkami Pseudomonas

species.



Tieto postupv, nevhadng na imebilizovanie enzvmov, i ked ako
nosife wvvuZivajud bunkouvii matricu, predstavuijd niekolkostupiiove
procesy 7 pripravu reaktivneho polvmeru, wlastnd imobilizaciu
a daldie spevnenie <astic /, wvvZadujlu nadbytok reaktantov
a daldich agens Aaceton, etanol a pod./.

§peciiicka enzymova aktivita takte pripravenvch bickatalvzatorow
je priamo =zavisla na aktivite buniek, ktorda ma vsSak svoje
hranice. Tym Jje teda limitovand aj koncentracia vstupujuceho

transformovaného substratu a ekonomia procesu.

Takvmito postupmi pripravené biokatalvzitory majd mald mechanicky
pevnost! a pruZnost’, o negativne ovplvuviiuje ich operadnud

stabilitu a limituje technoldgie biotransformicii.

Podstata vynalezu

Nevvhody takvchto bickatalyzatorov a spdsob ich prigravy
odstrauje navrhovany spbsob pripravy polvakrvlamidovvch

katalyzatorov pre biotransformacie, spofivajici na imebilizacii

biopolymérov hlavne proteinov a enzymov rdzneho stupna Cistoty,
nativnvch /intaktnveh/ alebo dezintegrovanvech buniek

mikroorganizmov a ich zmesi, zachvtenim do gélu a3 imobilizacii
zosietenim v polvakrvliamidovych géloach.

Navrhovany sp8sob pripravv bickatalvzatorov sa wvvznafuje tym, Ze

k 10 hmotnostnvm dielom vodneho roztoku alebo suspenzie,
obsahujltcich 2 - 60 % hmotnostnyvh aktivnvech bilopolvmeérov, hlavnes
enzymov a rroteinov, asalebo huniek nativnych asalebho
dezintegrovanvch buniek sa prida 0.5 - 5 hmotnostrnveh dielow
vodného roztoku monoméru, zloZengho = 15 - a0 % hmotrostnvoh
akrvlamidu a 0,0% - & % hmotrnostnvych sietlovacisho Sinidla, s

o

vyhodou 50 % akrvlamidu a 5 % N N -metviénbisakrvlamidu., K tsjto

zmesi sa po zhomogenizovanl erida ©,21 - L ot nostnvech dielov
bifunk&ného siet/avacieho reagentu, = v hodou 0,02 =0,5%

hmotnostnveh dielowv glutaraldehvdu, 2 zmeg sa ponechd reacowvat



1 — 30 min pri teplote -3 a%¥ 30°C, s vvhodou gpri 0 a%¥ 10°C. Potom
sa reakfna sugt.ava polvmerizujs PricdaviEom imitcliatora  a
akcelerdatora polvmerizdclie, s wvhodou 0,07 - 0,20 tmotnostrnveh

dielov persiranu amonngho za N,N,N M -—tetrametvietyléndiamninu.

Vzniknuty zosietendy polvakrvlamidowy katalvzator =a upravi na
velkost! Zastic 0,1 -1,0 mm a premvva sa. Castice =a mazu daled
dosietit! 0,01 - 1 % vodnym roztokom glubtaraldebydu o doboa L0 8%
120 min. 2 - takto upraveneho, et 2iin 3 Damzpavoavanaho
biokatalvzatora mozno odstranitl  woda, sugenim  pri 10 - 40e(,
krvoskopickym vvmtrazovanim a pod. Suchy biokatalwvzator sa pPraed
pou¥itim ponecha napufiavat wvo vode 1resp. t.Imivom roztoku pri

1 - 20 oC a po premvii sa vihky pou¥ije do reakcie.

Vyhodou navrhovaného spdsobu je jeho jednoduchaost, umoZrujidca
imebilizovatl enzym 1 bunkvy a ich zmesi. Fostup nevvZaduje
Specidlnu dpravu komponent a reakénej zmesi, reakcia imobilizacie
prebieha =za mierneho chladenia po kratku dobu a prakticky v
jednom reaktore.

Takto vzniknuty polvakrylamidovy bicokatalvziator nevviaduje
Bpecidlnu upravu, je velmi pruZny a mechanicky stabilny. MoZno ho

zbavit vodv a skladovat v suchom stave.

Priklady prevedenia

Priklad 1
K 5 g /3 o susiny/ roztoku tecnnického ernzvmu  oxidizy
D-aminokvselin (dalej DARAO) , aktivneho na cefalosporin <, o

aktivite 0,27 ukat/g suBiny, sa za miefSania a chladenia v Yadoveom

kupeli pridalo 1,6 o roztoku monomérov S 50% hmot . akrvlamidu a
5% hmot.N,N,—metylenbisakrylamidu (dalej BIZ) wvo vodss. Fo 10 min.
sa k zmesi pridale 1,62 g 258% vodndého roztoku olutaraldehvdu

(dalej GA) a zmes sa miesala pri teplote 5 ©¢C 5 min. Fotom sa Kk
zmesi pridalo 0,05 « N,N,N/N’—tetrametyletyléndiamlnu (d'alej TEMED)

a 0,3 ml 25% vodneho roztoku persiranu amonného. Vzniknuty tuhw



gél sa dezintegaroval pretladanim cez sito o wvelkosti otvorov
0,3 - 0,5 mm, dekantoval 5-krat 100 ml vody, odseparoval a na
frite premvyl 1 mol/dm? roztokom chloridu sodnghe a 0,1 mol/dm3
fosfatového tlmivého roztoku. Ziskalo gsa 6,9 g bickatalvziatora o
o susine 19,5 % hmotrnostnych a o aktivite 0,12 wukat/g wvlihkeho

katalvzatora.

Priklad 2

tym rozdielom, Z2e namiesto enzvymu DAAO

i3]

Postup ako v priklade 1

sa pou¥ila zmes, 2,5 g /7 0,5 g suSinas vodného roztoku enzymu

DARQ =z prikladu 1 a 2,5 & /70,5% g susiny/ vodnej suspenzie
permeabilizovanvch buniek kvasinky Trigonoaesis wvariabilis
CCY-15-1-2 o aktivite 0,1 ukat/g suspenzie buniek a 0,9% ml 25%

roztoku GA.

Pripravilo sa 7,1 g biokatalvzatcra o aktivite ©,07% pkat/g vihky.

Priklad 3

Postup ako v priklade 1 s tvm rozdielom, Ze namiestce enzvmu
DAAO, sa pou¥ila suspenzia permeabilizovanych a dezintegrovanvech
buniek Trigonopsis wvariabilis, 7 20 % suina / o aktivite 0,07
pkat/g suspenzie. Pripravilo sa 7,5 g biokatalyzatora, ktorv sa
nechal volne pri laboratérnej teplote vvsu&it. Ziskalo g3 1,72 o
suchého katalvzatora. FPo troch mesiacoch skladovania pri 5°d sa
suchy gel premyl 0,05 M fosfatovym tlmivym roztckom o pH 7,8 a po
16 hod. napu¥ania vo vode pri teplote 59U sa namerala aktivita

0,068 ukat/g vlihk.

Priklad 4

Postup ako v priklade 1 s tym rozdielom, Ze sa pouzila 10

%

%—-na
suspenzia permeabilizovanveh buniek Trigonopsis variabilis s

aktivitou 50 nkats/g suspenzie, 2,5 g vodného roztoku mornomeru,

zlo¥eného zo 60 % akrvlamidu a 0,5 % BIS, a 0,94 o 25 Z-riéhao
vodného roztoku GA. Pripravilo sa 6 g bhickatalvzatora s aktlwvitou

29 nkat/ag gelu.



Priklad 5

Postup ake v priklade I s tvym rozdielom, Ze sa imebilizovaloe b ¢
vodne j suspenéie 715 % suSinas permeabilizovanvch buniek
Pseudomonas sp. CCM 3635, obsahujidicich hvdrolazu kvgelinv
7-B~/4-karboxvbutinamido/cefalosporanove] = aktivitou nkat/g
suspenzie. Pripravile sa 7,2 g biokatalvzata o aktivite

29 nkat/g vlih.biokatalvzatora.

Priklad 6
Tak ako v priklade 5 & tym rozdielom, Ze sa do reakcie pouZilo

1,25 ml 25 % vodného raztoku GA.V &,9% g vihkého gelu bhola aktivita

192 nkat.

Priklad 7

Postupovalo sa ako v priklade 1, s tym rozdielom, Ze sa pracovalo
8 vodnou suspenziou permeabilizovanvch buniek / susina 9% 7/
Bacillus subtilis CCM-220 3  acetylesterazovou aktivitou

na cefalosporin C.

Pripravilo sa 7,5 g biockatalvzatora g aktivitou 42 nkat/g

vih.katalvzatora.

Priklad 8
Tak ako v priklade 7, ale sa pridaleo 13,1 g TEMED a 1,14 ml 25 %

persiranu amonného. ¥V 6,8 o vihkého a¢lu bola aktivita Z30 nkat.

Priklad 3

40 o vodne] suspenzie buniek 12 % susinv

Escherichia coli, s penicllin G amidazovou aktivitou 8,4 ukét/g
sus. , sa rozmieSale = 12 ml roztoku monomeru / vadney roztok 50 %

akrviamidu a % % BIS ~, za «<hladenia na O - i oC. Do

zhomogenizovaného roztoku gsa za intenzivneho mieSania pridalo

7,5 ml 25 % vodrného roztoku GA a nechale sa vreagovat 10 min
pri 5oC. Potom sa pridale 0,3 g TEMED a 1.5 ml 25 % vod.roztoku
persiranu amonngho. YV prizbehu 5 min sa  wvvtvoril tuhy agel.

Tento gsa upravil pretlafanim cez sito spriemer otvorowv O,5 mms.



Vzniknuté valcovité Xastice biokatalyzatora sa dekantovali vodou
do temer &irej a bezfarebnej odpadovej vody. Potom ga astice
odfiltrovali, Eremvli vodou, L300 ml 1 mols 1l vadneho roztoku
chloridu sodnégho a 0,1 mol/l fosfitového tlmivého roztoku pH 7,8
a na frite odsali. Pripravilo sa 56 o biockatalvzatora o aktivite

5,5 ukat/g vihkeho.

Priklad 10

Postup ako v priklade 9, s tym rozdielom, ¥e sa pou¥ila suspenzia
buniek Crvptococcus sp. / 10% su8ina # s penicilin V amidazovou
aktivitou 2,58  ukat/g sufiny . Na reakciu zosietenia sa
pouZile 0,53 ml 25 % vodného roztoku GA.

Ziskalo sa 55 g biokatalyzatora o aktivite 0,9 wkat/g susiny.

Priklad 11
Postup ake v priklade 9, s tym rozdielom, Y& sa pracovalo s

parcialne purifikovanym enzv¥mom o aktivite ;7 uwkat/a suSiny

1
/sugina 5% / a do reakcie sa pouZilo 0,53 ml 25% vodrnsho roztoku
GA. Pripravileoe sa 52 g biokatalvzitora s aktivitou 0,057 ukat/a

vlhkého.

Priklad 12

Postupovalo sa ako v priklade 1, s tvm rozdielom, Ze sa pouZil
vodny roztok technickej invertazy ssuina & % , aktiwvita Z10
pkat/g su¥ina. Pripravilo sa 6,3 a hiokatalvtatora o aktivite

1,67 pkat/” g vih.

Priklad 13

Postupovalec sa tak, ako v priklade 1, s tym rozdielom Ze sa
pracovalo s vadnvym roztokom technickej amv ]l Aazv Joaktivita
0,67 pkat/mg roztoku, susina 15 %/, Ziskalo sa 6,75 g

bickatalvzitora o aktivite 0,42 pkat/myg vihkej tinotv.



Priklad 14

Postup ako v priklade &, s tym rozdielom, %o Castice polvakrvl-
amidového katalvzatora sa suspendovall v 1530 ml 3,3 % vodného
roztoku GA a mieZali 20 min. Potom sa Castice odseparovali,
premvli wvodou a susili krvoskopickym vvmrazovanim. Fripravilo sa

11 g biokatalvzitora o aktivite 26,1 vkat/g

Priemyselnd vyvu¥itelnost

Polyakrylamidove katalvzatory, pripraveng spdsobom podla vvnalezu,
mo¥no aplikovat wvo farmaceutickej oblasti peri vy robe réznvch
substancii, napr. pri biotransformacii antibiotik. Ich

vyuZitelnost’ siaha aj do oblasti potravindrskej a chemickej vvroby.
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Patentové naroky

SpB8sob pripravy polvakrvlamidovvch katalvzatorov pre
biotransformicie vvzna&ujuci sa tvm, Ze kK 10 hmotneostnym dielom
- 60 %

3

vodnéhe roztoku, alebo suspenzie, obsahujdcich
hmotnostnvch aktivnvch biopolvmérov, hlavne enzvmov a proteinov,
a /alebo intaktnvch buniek, é/alebo dezintearovanvch buniek, sa
pridd 0,5 - 5 hmotnostnvch dielov vodngho roztoku monoméru,
zloZeneho =z 15 - 60 % hmeotnostnych akryvlamidu a 0,056 - 5 %
hmotnostnvch sietovacieho dinidla, s vwhodou &0 % akrvliamidu a 5%
N,N -metvlérbisakrylamidu, po zhomogenizovani sa k zmesi prida
0,01 - 1,0 hmotnostnvch dielov hifunk&ného sietovacieho reagentu,
s vvhodou 0,02 - 0,5 hmotnostnvch dielov glutaraldehvdu, zmes sa
ponecha reagovat pri teplote -2 aZ 30°C, g vvhodou pri O — 100
po dobu 1 a2z 30 minut, potom sa prids 0,05 - 1,0 hmotnostnvych

dielov inicidtora a akceleritora polvymerizicie, s vvhodou 0,07 -

0,20 hmotnostnvych dielov persiranu  amonngho a. N,N,N’,N‘—
tetrametvletyléndiaminu, vzniknuty peolvakrvliamidouvy 51 o-

katalvziator sa upravi na velkost &astic O,1 - 10 mm,suspenduje vo
vode a/alebo v  tlmivom roztoku asalebo v 0,01 - 1 % roztoku
glutaraldehvdu wveo wvode, alebo v  tlmivom roztoku 10 - 120
min., separuje, premywva, asalebo dalej zbavi vody a3 pobtom
ponechd napuciavat! wvo wvode, alebo v tlmivom rrozt.oku Pl

teplote 1 - 20 oC.
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