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a roatlinnych bunék a enzymd do polymer-
ni matrice spodiva v tom, Zec gg milkro-
bidlni, noptipedd rostlinnd buniy nebo
enzymy zhomogenizuji pri teploté 25 ali

35 9¢ g polynerni catrici, piipravenou
reakei epoxydovd pryskyfice dianoviho ty-
pu a aminopolyethylenoxidu v moldrnim po-
méru 1 :+ 0,2 a? 2 »7ti teplotd 10 ad
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ravi na poZadovancu velikost &dstic a
promyje se pufrem.
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Vyndlez se tyks pripravy imobilizovanych mikrobidlnich bu-
nék bakteridf, kvasinek, vléknitych hub, rostlinnych bundk g en-
zymi, ktery spodivd v zabudovéni pripravenych bunéénych popula-
ci a roztokd enzymi do polymerni matrice.

Ve vyvoji zplisobu pripravy prepardtd imobilizovanych ensy-
md a enzymovych systémt preastav~ge imobilizace celych bungk

Jejich producentld smdr, kterému Je soulasné dob& vénovéna po-
zernost predeviim pro znalné fuunkdni a operativni V,yhodye

.

Dosud zndmé zpusoby pr

v

Pipravy prepardtd imobilizovanych bu-
nlkx cbeend vychdzajl z metod

izobilizace Cistfeh enzymi a lze

je rozd3lit do ndsledujicich kategorii:

a/ vezba bunky fyzikdlnim zachycenim v gelu, membrén? nebo
mikropouzdru;

b/ vazba bunky adsorbci na ionex nebo biospecificky adsorbent
biologické povahy; ‘

¢/ vazba bunky kovalentnf vazbou na pevny nosi&;

d/ vznik stabilnich bundénych agregati.

74dnéd z metod uvedenych kategorif neni idedlni a jeji vol-
ba je podffzena druhu imobilizovaného biologického materiadlu
a fadd daldich kriterii. Obecnou nevyhodou zakotveni bundk na
povrchu noside je jejich snadny mechanicky otér, snadné uvolno-
véani potomstva v pifipadé reprodukce,.zakotvenych bungk a ekono-.
micky ndkladnd priprava nosife. Zabudovéni bunék do matrice .
urditého polymeru je v pifpadd nejdastéji pou%fvanych materid
“provézeno jejich omezenou stabilitou, zavislost{ na dovozu po- -
uZitych monomert, negativnimi fyziologickymi vlivy a negativnim
vliivem vyrazné difuznt bariery, kterou tyto materidly obvykle
vytvifeji. Uvedend nedoutatky v imobilizaci celych bungk odsira-

nuje pirediklddany vynalen.
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Podle vyndlezu podstata imobilizace nepermeabilizovanych
i permeabilizovanych bungk bakterii, kvasinek, vldknitych hub,
bunék rostlinnych i roztokd enzymd spodivé v tom, Ze se mikro-
‘bidlni, poplipadd rostlinné bunky nebo enzymy zhomogenizuji pii
teplotd 25 a% %5 °C s polymernf matricf, piipravenou reakci
.epoxydové pryskylice dianového typu a aminopolyethylenoxidu
v molérnim pomdru 1:0,2 a¥ 2 pri teploté 10 a% 120 °C po dobu
0,2 a¥ 60 h, po homogenizaci pokratuje polymeraclni reakce jedtié
po dobu 4 a¥% 24 hod p¥i teplotd 25 a% 35 O¢, vznikly produkt se
mechanicky upravi na poZadovanou velikost &dstic a promyje se
pufrem. Polymerni matrice je tvolena reakci 28 aZ 65 hmot. %
epoxydové pryskyPice dianového typu a 70 aZz %0 hmot. % amino-
polyethylenoxidu. Jako epoxydové pryskylice dianového typu Jje
vhodné pouZit adidéni produkt bisfenolu A a epichlorhydrinu
o molektulové hmotnosti %01 a% 2 500 a Jjako aminopolyethylen-
oxid lze pou¥it ¢£ , & ~diaminopolyethylenoxid o molekulové
hmotnosti 208 a# 2 400. Do polymerni matrice se zabudovavé
0,1 az 30 hmot. ¢ aktivni biosloZky.

Na epoxydovou sloZku dianového typu se plsobi aminopoly-
ethylenoxidem v molédrnim pom3ru 1:0,2 aZ 2 poplipadé v priton-
nosti urychlovade polyadidni reakce pifi teplotd 10 az 120 ©C
po dobu 0,2 a% 60 hodin, tc je do vzniku viskézni hmoty pPed-
polymeru, do které se pak zamiché biologicky materidl. Poly-
merace déle probThd pri teplotd 25 a% 35 OC po dobu 4 a¥ 24
hodin. Reakce probihd pri teplotd 10 a% 120 ©°C po dobu 2 a¥Z
& hodin, a to v zdvislosti na typu sloZek a jejich pomdru.

Nejucinndj&imi urychlovadi polyadidni reakce jsou orga-
nické dusikaté latky, jako je. guanidin, hydrazin, imidazol, py-
ridin a jeho derivdty, ddle hexamethylentetramii Pouzitim uve-
denych urychlovadd se polymeradni doba tvorby polymerni matri-
ce zkratf Tadove 2 aZ 5x. V tomto prvnim stupni se ziské silné
vigkdznt hmota piedpolymeru, ktersd se ochladf, respoktive tem-
peruje pti teplot 30 aZ %6:°C po. dobu 0,5 a% 1 hodinu a pak
se do takto upravené hmotly p¥idd suspenze bLiologickdhio maleridé-
1u v pufru a dokonnle zhomorsenizuje michénim. Zhomo: cnizovand
smds jedté ddle polymeruje pti teplotd 30 ai 46 °C po-dobu
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2 a% 24 h kdy vzniké konelny produkt, jehoZ tvar odpovidd iva-
ru formy, resp. nédoby, ve které byl produkt pfipraven,

Gelovitd hmota obsahujici vézany biologicky materidl v po-
lymerni matrici se pak zpracovava na poZadovany tvar Tezanim
nebo drcenim, promyje se pufrem, a tim je piipraven preparést
imobilizovandého biologického materidlu.

UZinek tohoto zplsobu imobilizace celych bundk spodiva ve
-vyloudeni izolace & purifikace enzyml a enzymovych systémd a
v jejich zachovéni v intraceluldrnim prostfedi primyslovdé vy-
znamné biochemické aktivity, zaruduje optimdélni podminky pro
vlastni enzymovou realkel a izolaci enzymu a chranf enzymovy
systém od negativinich vlivd extracelulsdrniho prostiedi. PouZi-
ty polymerni wateridl je fyziologicky inertni, nevytvari vyraz-
nou difuzni barieru, je stabilni v jakémkoliv kultivadnim pro-
stPedi a v Sirokdm rozgahu teplot a pH. Jeho piiprava vychdzi
z Firemnich wmateridld a probrhd ve fyziologicky vyhodnych pod=~

minttdch, Prepardt Sonhilizovanyeh bunilk je mo¥no »ripravit
1

B A

~

v libovolndn tvaru Cdstic a v Zddané velikosti. V piipadd, Ze
preparat imobilizovanych bunék pPipraveny podle vyndlezu je
aplikovén v prostredi umo¥nujicim reprodukei zakotvenych bunék,
Je moind dédstice prepavatu pokryt vrstvou pouZitého polymeru
necbeahujiciho bunky a timto zplsobem zamezit uvolfiovéni bundk

potomstva zabudované bungéné populace.

Zplsob piipravy preparidtu imobilizovanych bungk podle vy
néleza zajidtuje nomosennt distribuci biologlckdého materidlu
v celé hmoté& polymerni matrice a ktery je pifstupny substrd-
tom rozpudténym ve vodném prostPedi. Polymerni matrice je tvo-
Tena hydrofobnf a hydrofilni sloZkou. Strukui. "u nosice biolo-
gického materidlu, resp. polymerni matrici, je mo¥no modelovat
a hustotu s{td upravovat moldrnim pomérem vychozich sloZek.
Podle druhu n mnoZstvi vazandho, resp. imobilizovaného biomate-
ridlu se polymern{ matrice upravuje tak, aby s biologlcky ma- .

teridl neuvolioval a aby se dosahovalo jeho maxiwdlni aklivity.
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Mechanické vlastnosti polymerniho noside se ¥1d{ typem vy-
chozich slo¥ek, to je hydrofobni a hydrofilni, jejich koncentra-
ci, resp. moldrnim pomérem a jejich molekulovou hmotnosti. V zé&-
vislosti na uvedenych podminkdéch p¥ipravy polymerniho noside
se jeho mechanické vlastnosti mdni od mékké gelovité hmoty aZ
po létky pevné a houZevnaté aZ rohovité konzistence. Mechanické
vlastnosti konedného produktu, to je imobilizovaného biologické-~
ho materidlu jsou té¥ ovlivnovany mnoZstvim imobilizované aktiv-

ni slo?ky a mnoZ%stvim pridaného pufru.

Povrch Edstic imobilizovanych bunék piipravenych podle vy-
ndlezu je mo?no sterilovat chemickymi a fyzikdlné-chemickymi
prostiedky a zpusobye.

V dal&im Jje vyndlez bliZe objasnén na pirikladech, které
viak rozsah vyndlezu nijak neomezuji.

Prikliad 1

10 g adi¢niho visfencliu L & epichlorhydrinu o molekulové
hrotnosti 1 200 a 10 g of , J-diaminopolyethylenoxidu o mole-
kulové hmotnosti 1 600 bylo smichdno pri teplot? 50 °C a smds
ponechéna pri 1éto teplotd po dobu 3 hodin. Viskozni tekutd
hmota p¥edpolymeru byla ochlazena na %5 °C a do ni zamichéna
suspenze viologického materidlu. Tato zhomogenizovand sm3s by-
la ponachdna p¥i %5 .°C po dobu 10 hodin. Vznikly produkt byl
znracovdn maechanicky na potYebnou velikost ddstic, promyt
pufrem a pou#it jako prepardt imobilizovanych bundk.

Priklad 2

10 g adi&niho produktu p¥ipraveného jako u prikladu 1. .
o molekulové hmotnosti 301 bylo smichdno se 100 g &< , (&) -di-
aminopolyethylenoxidu o molekulové hmotnosti 3 000 pii teploté
60 °C, ostatni jako u prikladu 1.

Priklad %

10 g adidniho produktu piipraveného postupem popsanym
u pPfkladu 1 o molekulové hmotnosti 1 200 a 15 g OC, ) -di-
aminopolyethylenoxidu o molekulové hmotnosti 1 700 bylo smi-
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chéno pii teploté 60 OC a ponechdno po dobu % hodin. Do vaznik-

W
A

) Oc byla zamichda-

as

16 viskbézni hmoty pledpolymeru ochlazené na
na suspanze biologického materisdlu v pufru a zhomogenizovana

smds byla ponechdna po dobu 20 hodin pii teplotd 3% °C. Ze vznik-
1¢ gelovitd f6lie o sfle % mm byly vylezdny véledky o préméru

% mo a zality do polymerni hmoty pTipravené postupem popsanyii

v tomto prikladu, to je do polymerni hmoty bez bundk. Swds by-

1la dpét ponechéna po dobu 16 hodin pii teploté %% °C. Z takto
pripravenédho gelu byly mechanicky vypreparovany vélelky obsahu-
jici bunky, avdak s vndjd{ obalovou polymerni vrstvou matrice

bez bunék. Vznikly produkt byl promyt pufrem a pouZit jako pre-

parat imobilizovanych bundk.

Priklad 4

10 g adilnibo produktu bisgfenolu A a epichlorhydrinu o mo-
Jelulove hrotnosti 800 a 11 g gxf,éL?~diaminopolyethy1enoxidu
o molekulové hrotnosti 500 bylo smichéno pri teploid 50 ©¢,

ostatni postup byl jeko u prikladu 1.

Priklad 5

20 g adilniho produktu bisfenolu A a epichleorhydrinu o mo-

lekulové hmotnosti 1 500 a 25 g Gé.,L£)~diamin0polyethylenoxi~
-

du o molekulové hmotnosti 1 680 bylo smichéno p?i teploté 50 ©C,
dgle bylo pokradovéno jako u pIikladu 1.

Priklad 6

Pogtuper. uvedenym u pldxladua 3 byly incbilizovany 2 g bu-
ndfné posty bakteridlniho kmene Zymomoaas mobilis, prevedené.
do fosfétového pufru pH 7,0. Povrch &dstic ziskaného preparatu
byl sterilizovdn ethanolem /90 obj. %/, a to opléchnutim nebo
médenim po dobu 25 sekund. (dstice prepardtu byly prelity kom-
pletnim kultivadnim nédien neobsahujfcim zdroj uhliku a pone-
chény botnat pri 20 °c 6 h. Gdstice prepardtu byly pokm sta-
ticky inkubovény v prostiedi tého# sterilniho mddia s gluko-
sou pti %0 °C, s opakovanym promichdvenim ndplnd pouZitcého re-
aktoru a pravidelnou vymdnou média v intervalu 50 h. Preparst
imobilizovanych bunck byl sledovén jako producent ethanolu.

V tomto ugporddant ¢inila primlrnd maximdlnd hladina ethanolu
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v mediu 2,6 obj. %, a to po 30 h inkubace pouzitého preparatu.

Fultivadni prosthedi nebylo kontaminovéno volnymi bunkami pro-

ducenta ethanolu.

Prikled

Postupem uvedenym v piikladu % byly imobilizovény 2,0 g
bunééné pasty kvasinkového kmene Saccharomyces cerevisiag pre-
vedeno do citrencvého pufru pH 5,0. Povrch déstic ziskaného
prepardtu byl sterilizovdn jako v prikladu 6. Prepardt byl po-
uZit jako producent ethanolu v uspoiddani uvedeném v pit{kladu
6 s tim rozdilem, ¥e bylo pouZito kompletni kultivaéni médium
s glukosou pro kvasinkové kmeny. Pramérnd maximélni hladina
ethanolu ¢inila %,6 obj. % po %0 h kultivace., Kultivaini pro=-
st¥edf nebylo kontaminovéno volnymi bunkami producenta ethanolu.

Priklad 8
VyaZitl untraceluldrni enzymatické aktivity imobilizovanyci
bunél je podminéno jejich permeabilizaci, kterd byla v tomto

B E R 3 SRR

LULDAL:

pr
po 0,1 ml objemach nandfena na stred meabrdnového filtru, pri-

rovelena ndsledugicdn zplaohben: bundlnd suspenze byla
cemz kaidé nasledujici naneSeni bylo provedeno vidy po uUplném
odsét? mfdin. Po naneseni 1 ml objemd byly filtry plencseny na
sixlenénou desku a zachycené buﬁky byly vystaveny proudu teplé~
ho vzduchu o konstantnf teplotd 60 °C po dobu 70 s. Permeabili~
zované bunky byly z povrchu filtrd smyty 0,05 L fosfétovym
pufren /pH 7,0/.

1,5 g vluké oty takto permeabllizovenych bundk bakteridl-
niho kmene Bacherionla coll, wlere byly zisszdny lkultiveci v pro-
stredf laktosy, bylo imobilizovdno postupem uvedenym v pitfkla-
du 1. Castice preparétu byly pPrelity fosfétovynm pufrem pH 7,0
a ponechény botnat 4 h. Potwm byly staticky inkubovany v pro-
stfedf fosfdtového pufru pHi 7,2 s o-nitrofenyl- A ~D-galaktopy-
ranosidem. Specifickd aktlivita taklo plripravendho a testované-
ho preparatu vazand 0 -galaktosidasy ¢inila p¥i teplotd 37 ©C
lZ,S)umolu.o-nitrofenolu/min/mg vlhké hmoty cdstice preparatu.

Prfllad 9 ‘
Suspenze buntk Kluyveromyces lactis, které byly ziskdény



- 265 GU6
kultivaci v prostfedi s laktosou byla v prostfedi citranového
pufru pH 5,0 vystavena iéinku dimethylsulfoxidu /40 obj. %/ pri
teplotd 25 ©C. Po 30 min kontaktu byly takto permeabilizované
bunky promyty pufrem, separovény centrifugaci a 1,5 g ziskané
bunééné pasty bylo imobilizovéno postupem uvedenym v prikiadu 1.

ZpUsobem popsanym v prikladu 8 byly ziskané Cdstice testo-
vény Jjako preparét imobilizované kvasinkové & -galaktosidasy.
Specifickd aktivita ¢inila 10,5/umolu o-nitrofenolu/min/mg
vlhké Edstice preparétu. '

P¥fklad 10

Postupen uvedenym v pPikladu % bylo imobilizovéno 1,5 g
pasty nepermeabilizovanych bundk Escherichia coli, které byly
ziskény kultivaci v prostredi glukosy. (éstice prepardtu imobi-
lizovanych bundk byly povrchové sterilizovény ulinkem UV zdfe-
ni a potep prelity tryptosovym médiem a ponechdny botnat 5 h
p¥i 20 ©0. Céstice byly p&eﬁ prevedeny do prostiedi tryptosové-
ho média s isopropylthio- /{~D~galaktopyranosidem a za stéalého
5lotd 37 OC 4 n. Sédstice prepardtu by~

2]

michéni inkubovany pil t
ly separovény a prevedeny do fosfdtového pufru pH 7,0 s di-
methylsulfoxidem /55 obj. %/ a pPi teploté 30 °C inkubovény

45 min. (dstice byly psbor pievedeny do pufru bez dimethylsul-
foxidu inkubovény 20 min, separovéany a Cerstvym pufrem promyty.
Zpisobem popsanym v prikladu 8 byly ziskané Castice testovény
Jjako prepardt imobilizované bakteridlni /é{~galaktosidasy, Jje-
ji% syntéza byla indukovdna v jiZ imobilizovanych bunkéch.
Specifickd aktivita preparatu ¢inila 8,2 umolu o-nitrofenclu/

Ay

/nin/mg vlbicé hmoty ¢dstice preparétu.

P¥fklad 11

Postupem uvedenym v piikladu 1 byly imobiliéovény 2 g
vlhké hmoty mycelia Asperillus oryzae, které bylo pripraveno
kultivaci v prostifedi laktosy a permeabilizovéno zpisobem uve-
denym v p¥ikladu 9. Zpisobem popsanym v prikladu 8 byly ziska-
- mé Cdstice testovany jako preparat imobilizované'vJ ~galakto- -
sidasy vlaknité houby. pecifickd aktivita ¢inila 7,6 uwolu

o-nitrofenolu/min/mg vlhké hmoty d¢dstice preparati.
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Priklad 12 :

Postupem uvedenym v pPikladu 2 byla imobilizovana /4('-ga—
laktosidasa ve formé bezbundééného extraktu bundk Escherichia
coli ziskanych kultivacif v pritomnosti laktosy. Bezbundiny ex-
trakt byl pPipraven desintegraci bunék, ziskany homogendt byl
centrifugovén a ceparovand rozpustnéd frakce byla imobilizovéna.
Zphsobem popsanym v piikladu 8 byly ziskané &dstice testovény
jako preparét imobilizovand technickd /S' —galaktosidasy bakte-
ridlniho plvodu. Specifickd aktivita Céstice ¢inila S,j/umolu
o-nitrofenclu/min/mg vlhké hmoty &dstice preparatu.

Priklad 13 .

Postupen uvedenym v prikladu 3 bylo imobilizovéno 1 5 8
buniiné pasty kmene Saccharomyces cerevisiae X3, ktery je extra-
celuldrnim producenten bilkoviny zymocinu. Ziskané &éstice pre-
parétu byly povrchovd sterilizovény éinkem UV zdPeni a potom
inkubovény v komplatnfim médiu , jeho? sloZeni podminuje produk-
ci zymocinu u volnych bundk. (dstice preparatu byly dale kul-
tivovény za aktivni  aerace n¥i 28 00, Po Zesti hodindch kul-
tivace byly &éstice prepardtu odstrandny a filtrat kultivaéni-
Lo média byl testovan jako hruby prepardt zymocinu. Aktivita
pritomného zymocinu byla stanovena rhodamidovym testem podle
Dr. V. Vondrejse. Paraleln?® byla testovdna schopnost extrace-
lulérni produkece zymeelna u stejnéno mnoZstvi bundk t¢ho¥ kme-
ne, které nebyly vystaveny procesu imobilizace. Ostatni mani-
pulace s touto bun&énou populaci byly identické a stanovend
Llsdina e zluldrialno zymocing Gyla oznalena jako 100 %.

7 otdéto souvizlosti alnzina zrmocinu produlkovaného preparatu
imobilizovanych bundk producenta odpovidd 75 % hodnoty produk-
ce stanovend v p¥ipadd volnych bunsk,

Pric]ad 14

Postupem uvedenyn v pIfkladu 1 bylo imobilizovéno 2,5 g
sadimentu rostlinnych bundk Nicotiana tabacum. Cdstice prepa-
"rdtu byly plelity mfdiem podle urashige a Skoog a ponechény
botnat pri teplotsd 20 9C 5 h. Yo 4& h byla provedena mechanic-
ké . destrukee Cdstic vrepardtu a hodnocen mikroskopicky obraz
nahodnd uvolndnych bundk. Bylo prokészdno, ze prostfedi poly-
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mern{ matrice nepodmifuje destrukei bunky ani nevyvoldva zmény

morfologie velkych rostlinnych bunéke

1. Zplsob imobilizace mikrobidlnich a rostlinnych bunék a enzy-

4.

PREDMET VYNALEZU

mi do polymerni matrice, vyznalujici se tim, Ze se mikro-
bidlnf, popripadd rostlinné bunky, nebo enzymy zhomogenizu-
Jji pri teplotd 25 aZ 35 °C s polymerni matrici, p¥ipravenou
reaked epoxydové pryskyrice dianového typu a aminopolyethy-
lenoxidu v moldrnim poméru 1:0,2 aZ 2 pri teploté 10 aZ

120 °¢ po dobu 0,2 a¥ 60 h, po homogenizaci pokraduje poly-
meradni reakce je3té po dobu 4 aZ 24 hod pri teploté 25 aZ
35 90, vznikly produkt se mechanicky upravi na poZadovanou
velikost ¢dstic a promyje se pufren.

ZplGsob podle bodu 1, vyznafujici se tim, Ze &dstice imobi-
lizovanych bun®k nebo enzym® se obali wrstvou polymerni
matrice.

Zpleob podle bodu 1 a 2, vyznadujici se tim, Ze se polymer-
ni matrvice p¥ipravi reakci adiéniho produktu bisfenolu 4 a
epichlorhydrinu o molekulové hmotnosti 301 aZ 2 500 a

o7, “J ~Jdiaminepolvethylencxidu o wmolekulovd Lmotnogtl

208 ad 4 GOC. | |

Zplsob podle bodu 1 a¥ 3, vyznatujici se tim, Ze se polyume-
race provadl v pfitomnosti urychlovade po;*merace, napffklad
guanidinu, hydrazinu, imidazolu, pyridinu nebo hexamethyien~
tetraminu.
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