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Vynédlez se tyka zplsobu vyroby véaza-
nych bun&k s penicilinacyldzovou aktivitou
bez pouZitl nosife. Vazané buiitky jsou po-
uZitelné k vyrob& 6-aminopenicildnové Ky-
seliny, zdkladnfho meziproduktu vyroby ra-
dy kliniéky uZivanych polosyntetickych pe-
nicilinfi, enzymovou hydrolyzou peunicilinu,
zejména beuzylpenicilinu.

B&Zng& zndmé zplsoby vazhy bunék vyuZi-
vaji rznych ve vodé& nerozpustnych orga-
nicky, anorganickych nebo pf¥irodnich nosi- :
¢l k zdokonalen! sedimentadnich & tim se-
paranich vlastnosti bunstnych preparéati.
Napriklad se vyuZivd pro vazbu buné&k sfé-

‘rickych <astic syntetickych polymerdl zis-

kanych cileng vedenou polymeraci na béazi
methakrylaldehydu, glycidylmethakrylatuy,
hydroxyalkylmethakrylatu apod., které se
nejprve mus! pfedem chemicky modifikovat.
pfipojenim distdlnich prostorovych spojek
s koncovymi aminoskupinami a poté teprve
buiiky na takto modifikované polymerni ¢4s-
tice vdzat pomoci polyfunké&nich &inidel. Po-
dobn& postup vazby bunsk podle NSR pa-
tentového spisu DOS 2513 929 spotivd v re-
akei bunék s reaktivnim monomerem a v néa-
sledné polymeraci nebo kopolymeraci nebo
s glycidylmethakryldtovym polymerem, po-
pfipadé s kombinaci s kovalentni fixaci en-
zymu uvnitf bun&k bifunktnim &inidlem.
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Noside téchto a podobnych typlh jsou né-
kladné pripravky, jejichZ cena limituje pri-
myslové vyuZitl v&zangch bun&&nych prepa-
ratd. Jistym pokrokem ve vyvoijl technologie
vazby bundk s pramyslovym vyznamem je
zplisob, jehoZ princip spofivd ve vazbé pro-
dukénich bun&k na bunétné fosife riznych
druh organismd, kterymi jsou buii celé, ne-
porudené a/nebo fyzik4lnd, chemicky nebo
biochemicky oSetfené builky nebo jejich ne-
rozpustné fragmenty, chemicky, kovalentni
vazbou, pouZitim polyfunk&nich dinidel. U
tchoto zplsobu vazby bungk odpadd rovngZ
ekonomicky limit ceny nosie, nebot pouZi-.
vanymi nosi¢i jsou odpadni builky (odpadni
bunéénd hmota) po riiznych fermentanich
vyrobach, jejichZ cena je prevdZng zaned-
batelnd, resp. nulovd. RovngZ je popsén zpi-
scb v§roby produkénich bundk navzajem,
tedy bez pouZii nosife, aviak pii popsaném
zpGsobu vazby musi byt buiiky do znatné

miry prirozend nebo uméle autolyzované,

aby k jejich vzdjemné vazb& dosSlo, nehledé

na skutetmost, Ze takto pFipravené vézané

buﬁrky maji horsi mechanické a sedimentad-
ni viastnost! a v dfisledku predchozi par-
ciflni- autolyzy i niZ§i specifickou aktivitu.
Tuto nevyhodu Fed{ zpusob kovalentniho ze-
sit&ni individudlnich produk&nich bun&k po-
moci polyfunkénich &inidel pouZitelnych pro
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semikontinuélni ,vfrrb-bu‘ -&amihopeniciléno— ‘

vé kyseliny. P¥i zmin&ném zpfisobu se vSak
pFi vyrob& musi pouZivat velkokapacitnich
odstredivek k separdci zesit&nych bun&k po
jejich opakovaném pouZiti, nebot rozméry
_ jednotlivgch zesfténgch bundk jsou velmi
malé (pfiblizng kolem 1 um), z CehoZ vy-
plyvaji i jejich 3patné sedimentacni vlast-
nosti a nutnost vyuZiti vsaddkové technolo-
gie vyroby, vsddkového michaného reakto-
ru, pro piipravu g-aminopenicildnové kyse-
liny.

Zjistili jsme nyni, ¥e Cerstvé nativni bufi-
ky produk&nich organismil obsahujicich pe-
nicilinacyldzu 1zeé ihned po jejich separaci
z fermentatni kapaliny vézat bez pouZiti
noside a bez po¥adavku na jejch féstetnou
umslou mebo samovolnou autol§zu. ‘Postu-
pem podle vyndlezu rezultuji vézané pro-
duként buitky s vysokou specifickou aktivi-
tou. penicilinacyldzy, velmi dobrymi sedi-
mentaénimi a pfedevdim hydrodynamickymi
vlastnostmi. Céstice vézanych bun&k jsou
pevné, Dpiskovite, pFipominajici pryskyfici
tmavohn&dého a¥ &Serného zbarveni, umoZ-
fujici jejich vyuZitl pro kontinudlni techno-
logii. v§roby 6-aminopenicildnové kyseliny.
Zplisob a princip vyroby vézanych bundk s
penicilinacyldzovou aktivitou bez pouZiti no-
sie podle vyndlezu se sklddd z nésleduji-
cich technologickych operaci vyroby:

Chemickd reakce produk&nich bungk v
michané vodné suspenzi s bifunk&nimi sito-
vacimi &inidly, 8imZ dojde ke kovalentnimu
zesitdni-prok¥FiZzeni vnitrobun&tného obsa-
hu individudlnich bungk producenta & tim
k fixaci a stabilizaci penicilinacylézy obsa-
¥ené v jednotlivfch buiik4ch a dolnosti t&ch-
to bunék vGti autolyze.

. ZF¥ed¥ni suspenze bun&k pro reakci vo- '

dou, jejich .zahu¥téni ma velkokapacitnich
odst¥edivkdch a néslednd permeabilizace
individudlnich zesiténych bun&k v michané
vodné suspenzi vlivem teploty, piidavku or-
ganického rozpoustédla a/nebo smédedla, po-
_ pFipad® kombinaci t&chto vlivd, ¢imZ dojde
k ‘vyplaven{ nezreagovanych povrchovych a
vnitrobun&snych komponent prevaZné lipi-
dického -charakteru, zlep¥eni difdznich vlast-

nosti zes{ténych bundk a odkryti daldich re--

akce schopnych skupin jejich povrchu a
vnitrobun&¢ného prostoru. ~
_ Z¥ed#nf suspenze zesitdnych a vypranych

punik vodou po jejich permeabilizaci, jejich
zahu$téni na wvelkokapacitnich “odstfediv-
kéach a jejich néslednéd chemickd reakce pro-
vadéna v pritomnosti ve vod& rozpustné slou-
geniny obsahujici nejméné dv& primdrni a/
/nebo sekunddrni aminové skupiny spolu s
bifunkdnmi sitovacimi &inidly pfi zchlazenf
reakdéni sm&si pod teplotu tani, ¢imZ dojde
k tdsnému kontaktu bundk a po urfité dobg
k vytvofeni navzdjem vdazanych, kovalent-
nich prokfiZenych bun&fngych castic. Po
vazbé bunsk se zmrzly materidl neché sa-
movolnd rozmrazit a suspenduje za michéni

" devdim hydrodynamickymi

4 .
ve vods, nékolikrat se dek&n’tuj"e vodou a od-
saje se pres textiln! nebo jiny material.. .
Dobfe ods&ty wvlhky materidl vézanych

. bun&k se za michdni vpravi do vychlazené-

ho acetonu nebo jeho sm&si s vodou, Krat-
kou dobu mirng miché a dobfe odsaje, imZ
dojde k rychlé Castedné dehydrataci véza-
nych bun&k a k mechanickému zpevn&ni {és-

. tic. Materidl se pak neché botnat ve vodném

prostfedi, po jeho nabotndni se odsaje a
popripadd susi pfl pitiblizn& 60% vlhkosti

-yzduchu do jeho konstantni -hmoty.

Postupem podle vynélezu lze vyrobit véa-
zané buitky s penicilinacyldzovou aktivitou
bez pouZiti nosie s yysokou specifickou ak-
tivitou tohoto enzymu, kterd &ini a% 90 %
hodnoty specifické aktivity mativnich bungk,
vysokym vytszkem zachycené enzymové ak-
tivity, ktery &inf aZ 70 % vztaZeno na hmo-
tu nativnich bun&k producenta pod vaz-
bou, s vynikajicimi sedimentalnimi a ple- -
vlastnostmi a
dobrou stabilitou enzymové aktivity p¥idlou-
hodobém pouZivédni, pFitem# velikost &astic
lze v uréitém rozsahu regulovat koncentra-
ci bundk a podminkami reakce. Materidl se
rovné# vyznaluje dobrou stabilitou na me-
chanicky ot&r vlivem michant a t¥eni E4stic
a lze jej vyuZit pro vsddkovou a zejména
kontinudin{ technologii vyroby 6-aminope-
nicilénové kyseliny hydrolyzou penicilinu,
zejména benzylpenicilinu. .

Pro enzymovou hydrolfzu vyuZitim mate-
ridlu pFipraveného podle vyndlezu, lze po-
uZit vodného roztoku sodné nebo draselné

“soli benzylpeniciliny, popfipad® surového

roztoku benzylpenicilinu ve formé kyseliny,
ziskaného pfi zpracovani vyfermentované
¥ivné pdy po ukon&ené kultivacl Ziskané
g-aminopenicildnovéd kyselina je Cist4, pros-
t4 balastnich bilkovinngch p¥im&si a polo-
syntetické peniciliny z ni pFipravené nena-

vozujf alergické reakce v Zivém organismu.
. predmdtem vyndlezu je zpfisob vyro-
by vézanych bun&k s penicilinacylézo-
vou aktivitou bez pouZiti nosiCe k pii-
praveé - 6-aminopenicildnové kyseliny en-
zymovou hydrolyzou penicilinu, zejména
benzylpenicilinu, vyznalujici se tim, Ze bu-
ngény obsah jednotlivich produk&nich bu-
nék se zesiti bifunk&nimi aldehydy, s v§-
hodou glutardialdehydem, zesit&né builky se
po reakci permeabilizuj niéinkem teploty,
pfidavku organického rozpoustddla a/nebho
smédedla, popiipadd kombinaci t&chto vli-
v@, promyji a ponechaji reagovat v pFitom-
nosti ve vods rozpustné sloufeniny obsahu-
jici nejméng dv& primérni a/nebo sekundar-
ni{ aminové skupiny spolu s bifunk&nim al-
dehydem, s vyhodou glutardialdehydem, pii
zchlazeni reakéni sm&si pod teplotu téanf a
po vzniku vézangych bun&&nych éstic se
tyto promyji, dekantuji, odsaji a suspendujl
ve zchlazeném acetonu & jeho smési s vO-
dou, popiipadé s jinym dehydratatnim €i-
nidiem nebo jeho vodné smeési, odsaji, ne-
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chaji botnat ve vodném prostfech a pak po-
pfipad& odsété susi, s vfhodou pii doatatec-
né vlhkosti vzduchu

Predmétem vynélezu je déale zpuSob vVyro-
by vézanych bungék bez pouZiti nosife, vy-
zntacuI]1c1 se tim, e namisto zchlazeni reaké~
ni smési pod bod tdni se tato mirné micha
a/nebo poneché v klidu pfi teplotach vys-
§ich meZ 0 °C.. :

K zpfisobu vyroby vAzanych buné&k s pe-
mclhnaCylézovou aktivitou bez pouzm no-
sife podle vyndlezu lze pouZit v’ podstats
kteréhokoliv producenta penicilinacylazy, u
n&hoZ je enzym lokalizovdn v periplasma-
tickém nebo vnitrobungééném prostoru, napr.
druh@t Escherichia coli, Alcaligenes faeca-
lis, Proteus rettgeri apod. Je pochopitelng
vyhodné, vyuZit pro vazbu -bun&k podlé vy-
nélezu mutantnich organismil, ziskanych ci-
len& vedenou genetickou manipulaci, které
obsahuji vysoké mnoZstvi penicilinacylazy,
nebot ziskané védzané builky pak maji vy-
sokou spec1f10kou aktivitu enzymu. Je samo-
zitejmé, Ze pouZitim jihého mikroorganismu
(kmene)-1ze podle vyndlezu pfipravit vaza-
né buitky bez pouZiti nosi€e s odliSnym kva-
litativhim a kvantitativnim zastoupenim en-
zymovych -aktivit.

Velikost vdzanych bung&nych édstm byla
- posuzovédna mikroskopicky (optickym mii-
kroskopem] s pouZitim kalibrovaného mér-
ného okulédru pfi rizném zvétdeni. K analy-
ze velikosti £4stic bylo rovnéZ pouZito ko-
vovych sit pro sitovou analyzu a vdzané bu-
n&Cné Castice byly ‘déleny podle velikosti
pouZitim t¥{ sad téchto sit, pFicemZ velikost
otvord téchto sit byla v rozmezi 0,03 az 2,0
milimetru.

Aktivita penicilinacyldzy byla hodnocena
spektrofotometricky barevnou reakci p-di-
methylaminobenzaldehydu s 6-APK podle Cs.
patentového spisu € 116 953 v modifikaci
podle Balasinghama a sp. [Biochim. Bio-
phys. Acta, 276, 250, 1972}, pfi 42°C a hod-
noté pH.7,6 v oblasti reakéni kinetiky nul-
tého Fadu. Polédtedni koncentrace substratu,
K mnebo Na-soli benzylpenicilinu pf#i stano-
‘veni byla 2 % (w/v}. Jednotka enzymové ak-
tivity je takové mnoZstvi enzymu, které ka-
talyzuje vznik jednoho umolu 6-APK z ben-
zylpeniciliny, respektlve jeho soli za hodi-
nu.

-V dal$im je vynélez bliZe objasnén v pii-
kladech provedeni, aniZ se jimi omezuje.

P¥iklad 1

K 25 kg vlhké bun&tné pasty produkéniho
kmene Escherichia coli (specifickd aktivita
penicilinacylazy ¢inila 9,0 umol 6-APK/hod./
/mg vihké hmoty bunsk) bylo pfiddno 50
litrd pitné vody a pomoci vibra&niho mi-
chadla 1 hodinu michdno. Homogenni sus-
penze bunék byla pFeCerpdna do nerezové-
ho michaného kotle a pH suspenze bylo
upraveno z hodnoty 5,9 na hodnotu 7,0 2 N
roztokem NaOH; celkovy objem suspenze &i-
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nil 75 litrd. Po tpravé pH byly pFiddny za
nepfetrZitého miché&ni 3 litry 25% wvodného
roztoku glutardialdehydu a 3 hodiny miché-

‘no-pii teploté mistnosti. Po této dob& byla

reakéni smé&s za michéani zfeddna pitnou vo-
dou na .celkovy objem 300 litrl a odstieds-
na na separdtoru Sharples.” Bylo ziskéno
celkem 24 kg vihké pasty ]ednotllve zesits-
nych hunék producenta.

K 24 kg pasty zesiténych bungk bylo pfi-
déno 45 litrll pitné vody a pomeoci vibra&ni-
ho michadla byla suspenze homogenizova-
na po dobu 1 hodiny; objem suspenze €inil
70 litrd. Homogenni suspenze zesit&aych bu-
nek byla pfeCerpédna do extrak&niho micha-
ného kotle a pridanc .7 litrd butylacetdtu
a intenzivnd miché&no po dobu 3 hodin pii
teploté mistnosti. Po této dob& byla za mi-
chén!{ suspenze zied&na pFiddnim 33 litrd
pitné vody a pFiddno 2,68 litru 25% vodné-
ho roztoku Slovafglu 909. Po pfiddni smaé-

.Cedla byla, suspenze jestd po dobu 30 minut

michéna, poté zfed&na pitnou vodou na cel-

‘kovy objem 300 litrG a zesit&né buiiky se-

parovény na odstfedivce Sharplés. Bylo zis-

‘kédno celkem 22 kg zesiténych a &astedns

permeabilizovanych bungk [vihké bunsné.
pasty).. K 22 kg této pasty bylo predloZeno
88 litrl pitné vody a pomoci vibra¢niho mi-
chadla byla pasta homogenizovdna po dobu
1.hodiny. Po této dobg byla homogenni sus-
penze pPeferpdna do nerezového michané-

"ho kotle, vytemperovédna na teplotu 40°C a

po dobu 72 hodin pfi této teploté ostre mi-
chéna. :

Po této dob& byla suspenze zesiténych a
permeabilizovanych bungk ochlazena na tep-
lotu +20°C, dopln&na pitnou vodou na cel-
kovy objem 100 litrdl, upraveno pH suspen-
ze na hodnotu 7,0 2 N roztokem NaOH a za

- michdni pfidano 0,5 kg polyethyleniminu

(Sedipur KA). Suspenze byla je$té cca 15
minut michédna '‘a poté byly pFiddny 4 litry
250, vodného roztoku glutardialdehydu ‘a
michand reak®ni smé&s ihned rozdélena do
polyethylenovych sakdl po 750 ml a s&cky
zataveny. lhned po napln&ni byly polyethy-
lenové satky umistény ‘ve vodorovné polo-
ze' do pfedchlazenych nerezovych tdcl a u-
mlstény po dobu 5 hodin do mraziciho boxu
pfi teploté —25 °C. Po této dohd byly sadky
vyilaty, zmrzly obsah v saCcich mechanicky
rozldmén na mensi kousky, sacky rozstfiZe-
ny a jejich obsah postupné vsypavan do 150
litrd - pitné vody, predloZené v nerezovém
kotli p¥i teploté mistnosti. Po vsypéni obsa-
hu v8ech s4Ckd byly véazané buiiky pone-
chény v predloZené vodd v klidu po dobu
2 hodin. Po této dobé& byly rozmrazené &&s-
tice vdzanych bunék.zamichdny a &erpéany
na nu€ s predloZenou terylenovou plachet-
kou, vakuové odsdty a 3krat dekantovany
ve 120 litrech pitné vody. Po posledni de-
kantaci byly Castice popsanym zpisobem va-
kuové dobfe odsaty a zvaZeny.

18 kg vihké hmoty vdzanych bunék bylo
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‘suspendovdno za michéni v predloZenych
50 litrech smé&si aceton/voda [1:1), vychla-
zené pfedem na teplotu —20°C, a 3 minuty
byla suspenze michdna. Po této dob& byly
t4stice thned ostie vakuovs odséty a na nu-
¢i je§té prosgvdny po dobu 30 minut, nate?
byly suspendovédny v 50 litrech 0,05 M fos-
fatového pufru podle SOrensena o pH 7,6
a ponechény botnat p¥es noc pFl teplots
+8°C a po. nabotndni opét dobfe vakuové
odsaty a prosdvény jedt8 po dobu cca 30
minut. Céstice byly uloZeny do polyethyle-
nového boku, zvaZeny a suSeny p¥i teplotd
+8°C pFi vlhkosti vzduchu 57. % [40%
H2804) po dobu 72 hodin. ~

Bylo ziskdno celkem 15,5 kg vlhke hmoty
vdzanych bunék, coZ je 6,2 kg suché hmoty
a 62% vytd¥ek hmoty vztaZeno na nativni
buiiky; vlhkost vAzaného bungfného prepa-
ratu &inila 60 %. Specifickd aktivita penici-
linacylézy vézanych bungk ¢&inila 7,8 umoll
6-APK/h/mg vlhké hmoty, coZ jest 86 7% vy-
t8Zek specifické enzymové -aktivity, v_ztszeno
na nativni butiky. 2,5 g vlhké hmoty véza-
nych bun&k suspendovanych v 25 ml -vody,
sedimentovalo kvantitativné za 3 minuty; to-
to mnoZstvi v'uvedeném objemu zaujimalo
po sedimentaci objem 8 ml. Distribuce veli-
kosti &4stic se pohybovala v rozmezi 150 a%
250 um (0,15 aZ 0,225 mm). Material sesté-
val-z drobnych destifek tmavohn&dého zbar-
veni, piskovitého charakteru. Stabilita ma-
teridlu byla testovdna pfi jeho skladovéni
pfi teplotd +2 aZ +8°C ve form#& popsanym
zpfisobem ziskané vihké hmoty &4stic, uloZe-
. nych v polyethylenovych uzavienych lah-
vich. V prib8hu 2 mé&sict za uvedenych pod-
minek skladovéni nedo$lo k poklesu enzy-
mové aktivity &éstic vdzanych bun&k. Sta-
bilita €4stic na mechanicky otdr byla zkou-

ména po dobu 2 m&sict suspendovanim 20 g .

vlhké hmoty materidlu ve 100 ml destilova-
né vody; suspenze byla nalita do sklen&nych
varnych ban&k o obsahu 500 ml, pfekryta
hlintkovou f6lif a batiky umist&ny na rotad-
mi tfepacl stroj o poftu otdfek 260/min pfi
teplotd® 30°C. Specifickd aktivita &&stic .po
2 m&sicich nepfetrZitého tfepani za uvede-
nych podminek Einila 93,8 % aktivity vy-
chozi pfi celkovém zlstatku vlhké hmoty
¢éastic 16,5 g (82,5 % ).

Dale byly zkoumény hydrodynamlcke
vlastnosti materidlu. 50 g.vlhké hmoty va-
vanych buns8k bylo napln&no do sklen&ného
sloupce o prﬁméru 2,6 cm s temperovanym
plast&m. pFi teplotd 37 °C. Materidlem byl
derpédn 0,05 M fosfatovy pufr pH 7,6 sms-
rem zdola nahoru rychlosti 1846 mi/h. Ob-
jem materidlu ve vznosu pfi této pritokowé
rychlosti ¢&inil 220,3 cm?, vyika materidlu
41,5 cm. Za tohoto.uspofddani bylo prove-

deno 5 opakovanych konverzi 0,5 litru 6,5%

roztoku K-soli benzylpenicilinu na 6-APK re-
cirkulaci reak&ni smé&si pFi kontinudlni
tpravé pH zFfed&nou <&pavkovou vodou v
sklen&né michané nddob& umistdné mimo
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sloupec. Primérné hodnota konverze émlla '
95,2. % za 2,5 hodiny.

PFiklad 2

" Zesttsnf jednotlivgch bundk (25 kg bunss-

né pasty) E. coli bylo provedeno podle p¥i-
kladu 1. Po skonfeni reakce, nared#ni a se-
paraci bun&k byly zesit¥né buiiky homoge-
nizovény ve stejném objemu, pfeterpany do
nerezového michaného  kotle a suspenze
temperovédna na teplotu 40°C, Po vytempe--
rovan! suspenze na uvedenou teplotu bylo
k .ostfe michané suspenzi, jejiZ celkovy ob-
jem: €inil 70 litrd, p¥fiddno 7 litri butylace-
tatu, 0,5 kg Slovafolu 910 a sm&s michéna
pifi teplotd 40°C po dobu 10 hodin. Po této -
dob& byla suspenze zesit&nych a permeabi-
lizovanych bun&k zfedéna pitnou vodou na
celkovy objem 500 litri a.odstfed¥na na
separdtoru Sharples.  Bylo ziskdno celkem
20 kg .vihké hmoty zesit®né a permeabilizo-
vané bunééné pasty. .

Pasta: byla homogenizovédna, preferpédna
do nerezového michaného kotle; zFed&na na
celkovy objem 100 litrd 4 pfi teplotd 20°C
pFiddn Sedipur KA - a glutardialdehyd ve:
stejnych koncentracich jako v prikladu -1l a
dédle byle ve zpilisobu p¥ipravy postupovéno
rovnéZ, jak je uvedeno v p¥ikladu 1.

‘Bylo ziskdno celkem 17 kg vlhké hmoty
védzanych bun&k pri vytdiku 68 % hmoty,
vztaZeno na nativni builky. Specifickd akti-
vita penicilinacyldzy &inila 8,0 pmold 6-
-APK/h/mg vlhké hmoty, coZ jest 88,9% vy-
t8%ek specifické enzymové aktivity, vztaZe-
no na nativni buiiky. Velikost &4stic se po-
hybovala mezi 300 aZ 450 um (0,3 aZ 0,45
milimetru). Materidl sestdval z destiek
tmavohn&dého.aZ &erného zbarveni piskovi-

‘tého charakteru a za stejnfch podminek, jak

je uvedeno v pfikladu 1, ke kvantitativn{ se-
dimen:taci materiélu do8lo za 2 minuty.

-

Zesnéni a pelmeablhzace jednothvych bu-
nék E.coli (25.kg buné&tné pasty) bylo pro-
vedeno podle pfikladu 2. Bylo ziskéno opét
20 kg vihké buné&fné pasty. Pasta byla stéj-
nym zplisobem homogenizovdna a zfed&na
na celkovy objem 100 litrG v nerezovém mi-
chaném kotli p¥i teplot® +20°C. Poté na-
misto Sedipuru KA bylo pfidano 0,5 kg he-
xamethylendiaminu a poté za jinak stejnych
podminek pfidédn glutardialdehyd ve stejné
koncentraci jako v piikladu 1 a dédle postu-
povéno za stejnych podminek, rovndZ jak
je uvedeno’v pFikladu 1.

‘Bylo ziskdno celkem 16,8 kg vlhké hmoty
vdzanych bun&k p¥i v?tézku 67,2 % hmoty,
vztaZeno na nativni{ buiiky. Specifickd akti-
vita penicilinacyldzy &inila 5,4 ymold 6-APK/
/h/mg vlhké hmoty, co¥ jest 60% vytsZek
specifické enzymové aktivity, vztaZeno na
nativni buiiky. - .
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Velikost d4stic. se pohybovala v rozmezi

75 aZ 150 um (0,075 aZ 0,15 mm). Materidl.

sestdval z nepravidelnych destitek Cerveno-
‘hnédého zharveni, piskovitého chargkterua
za stejnych podminek, jak je uvedeno v pFi-
kladu 1, ke kvantitativni sedimentaci mate-
riélu doslo za 4 minuty.

Pfiklad 4

Zesném ]ednothvirch bunék jejich per-
meabilizace a vazba produkémch buné&k by-
la provedena podle pfikladu 2 s tim rozdi-
lem, Ze namisto Sedipuru KA byl pouZit e-
thylendiamin v mnoZstvi 0,75 kg.

Bylo ziskdno 13,8 kg vihké hmoty véza-
nych bun#k p¥i vytézku 55,2 % hmoty, vzta-
Zeno na nativni builky. Specifickd aktivita
penicilinacylézy ¢inila 3,9 pmoldl 6-APK/h/mg
vihké hmoty, coZ jest 43,3% vyt&Zek speci-
fické enzymové aktivity, vztaZeno na nativ-
ni buitky. Velikost &é&stic se pohybovala v
rozmezi 50 ‘aZ 150 pm (0,05 aZ 0,15 mm]).
Materié] sestdval z nepravidelnfych destifek
hn&dého zbarveni, piskovitého charakteru a
za stejnych podminek, jak je uvedeno v pfi-
kladu 1, ke kvantitativni sedimentaci doSlo
. za 5 minut.

P¥iklad 5

Zesitdni jednotlivgch bun&k a jejich per-

meabilizace byla provedena podle pFikladu
2. 20 kg vlhké hmoty zesiténé a permeabili-
zované bun&tné pasty bylo homogenizovano
v 50 litrech vody a poté pfeferpédno do ne-
rezového michaného kotle, zfedéno na cel-
kovy objem 100 litrl p¥i teplot& v rozsahu
20 a¥ 25°C, Gpravé pH na 7,0, a pfiddno
100 g Sedipuru KA, promiché&no, michadlo
zastaveno a reak&ni smés ponechéna 30 mi-
nut v klidu, aby do$lo- ke  kvantitativnimu
vyvlotkovadni bun&k. Poté byla reakéni smé&s
. pomalu michdna a k vyvloCkované suspenzi
pFidany 4 litry 25% vodného roztoku glutar-
dialdehydu. Reak&ni smé#s byla pomalu mi-
chéana (50 ot/min) po dobu 2 hodin p¥i tep-
lotd 20°C. Po této dob& byla reak&ni smés
zfedéna pfiddnim 400 litri pitné vody a

%
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C4stice vdzanych bun&k odstfed&ny na se-
paratoru Sharples. Separované vlhké Casti-
ce byly dvakrédt dekantovdny pitnou vodou
a posléze vakuove odséty, jak je uvedeno
v prikladu 1. DobfFe odsdté Eastice vézanych

" bungk byly suspendovédny ve 30 litrech &is-

tého acetonu, vychlazeného na teplotu —25°
Celsia, a 3 mmuty byla suspenze michéana.
Déle bylo postupovadno, jak je uvedeno v
piikladu 1.

Bylo ziskdno celkem 8,9 kg vlhké hmoty
vazanych bungk, co¥ jest 35,60 vytdZek
hmeoty, vztaZeno na nativni bufiky; specific-
ké aktivita penicilinacyldzy Cinila 6,1 yumo-
14 6-APK/h/mg. vlhké hmoty, coZ jest 67%
vytéZek specifické enzymové aktivity, vzta-
Yeno na nativni buiiky. Velikost géstic se
pohybovala v rozmezi 25 aZ 100 um-: (0,025
aZz 0,1 mm). Materidl sestdval z nepravidel-
nych udtvarts hnédého zbarveni a za stejnych
podminek, jak je uvedeno v pfikladu 1, k
jeho kvantitativni sedimentaci doélo» yZ:) 6 5
minuty. S

P¥iklad 6

Zesit&ni jednotlivfch bun&k a jejich per-
meabilizace byly provedeny- podle pf¥ikladu
2. Déle bylo postupovéno podle prikladu 5 -
s tim rozdilem, ¥e po ptidéani 100 g Sedipu-
ru KA, zamichédni a vyvlotkovani suspenze,
pf'ildéni glutardialdehydu a- kratkodobé&ho
zamichédni probihala reakce v klidu (bez mi-
chéni) po dobu 3 hodin. Po této dob& byla
reaktni smé&s mirng- michdna a -materiédl
ihned zpracovén postupem uvedenym v pri-
kladu 5.

Bylo ziskédno celkem 5 kg vihké hmoty va-
zanych bun¥k p¥i vytéZku 20 % hmoty, vzta-
Zeno na nativni buiiky. Specifickd aktivita
penicilinacyldzy Cinila 4,5 ymolil 6-APK/h/mg
vlhké hmoty, coZ jest 50% vytéZek specific-
ké enzymové aktivity, vztaZeno na nativni
buiiky. Velikost t4stic se pohybovala vV roz-
mezi 25 a% 100 wm (0,025 aZ 0,1 mm). Ma-
teridl sestdval z nepravidelnych drobnych
dtvartt hnédého zbarveni a za stejnych pod-
minek, jak je uvedeno v p¥ikladu 1, k jeho
kvantitativni sedimentaci doSlo za 10 minut.
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" PREDMET VYNALEZU .

1 Zpusob vyroby vazamjch bung&k s peni-

. cilinacylazovou aktivitou uréenych k piipra-.
vé 6-aminopenicildnové kyseliny enzymovou

hydrolfzou penicilinu, zejménha benzylpeni-

-¢ilinu, vyznalujicl se tim, Ze -obsah jednotli- .

vych bunék produkéniho m1kmorgamsmu
se zesiti Teakci s blfunkcmm aldehydem; s
vy’hodou ‘glutardialdehydem, - po této reakci
se zesit&éné builky permeabilizuji t&inkem
" teploty, organického . rozpoustddla a/nebo
sméagedla, popfipadé kombinaci t&chto fak-
torfi, potom se nechaji reagovat ve vodném

‘prosti‘edi s rozpustnou sloufeninou -obsahu-

jici nejmén® dv¥ primérni a/nebo sekundéar-

ni aminové skupiny a s bifunk&nim aldehy-

dem,. s vfhodou glutardialdehydem, vzniklé
‘vazang bundiné déastice se po oddsleni me-
-chanicky -zpevn{ za soulasné parcidlni de-

-hydratace pusobenim organickvch s vodou

misitelnych rozpou$t&del, s vyhodou aceto-
nu nebo propanolu, popfipad8 jejich sm8si,

. za teploty 0 aZ —30°C, a uvadgji se do.en-

zymov# aktivni formy rehydrataci ve “vod-
ném prostfedi s hodnotou pH 7 aZ 8, s vy-

- hodou ve fosfdtovém puiru.

2. Zptisob podle bodu 1 vyzna&ujici se tim,
Ze se reakce zesiténych a permeabilizova-
nych bun&k s rozpustnou sloufeninou, obsa-
hujici nejméns dvé primédrni a/nebo sekun-
déarni aminové skupiny, a s bifunk&nim alde-
hydem, s vyhodou glutardialdehydem, pro-
vadi pri teploté pod bodem téni reakéni
smési. :

3. Zpisob podle bodu 2 vyznacu'jici se tim,
Ze se reakce provadi pfi teplotd 15 aZ 25 °C
za michani 40 aZ 60 ot/min nebo v klidu.

severografia, n. p., zavod 7, Mokt
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