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(54) Zpiisob vyroby stabilnich preparitd vzdjemnd vizanych bunék prokaryent-
nich a eukaryontnich mikroorganismii s enzymovou aktivitou.

Vyndlez chrini obecnou metodu vyroby stabil-
nich prepardth vizanych buné€k s enzymovou
aktivitou, pouZitelnych pro nejriiznéj$i biotrans-
formace; podstata spo¢ivd v chemické reakci jed-
notlivych bun&k s aldehydy, &imz rezultuji jednotli-

veow

vé kovalentné prokiiZené buiiky, které se déle

permeabilizuji pisobenim chemickych, fyzikalng-
chemickych nebo fyzikdlnich faktorti. V dal¥im
stupni se zesiténé a permeabilizované buiiky vza-
jemné& chemicky spojuji prostfednictvim dialdehy-
dt a diaminii, popfipadé za pisobeni fyzikdlnich
faktorli. K vzdjemné chemické vazbé& bunék neni
tieba Zddného organického & anorganického ve
vod€ nerozpustného nosice.
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Vynilez se tykd zpilisobu vyroby stabilnich pre-
paritt vzdjemné vizanych bun€k prokaryontnich
a eukaryontnich mikroorganismi s enzymatickou
aktivitou, napfiklad bakterii, kvasinek a- jinych
imperfektnich hub, pouZitelnych pro biotransfor-
mace.

Zngmé zpligsoby vazby uvedenych bunék za
vzniku stabilnich preparatd; lze charakterizovat
jako fyzikalni, fyzikaln&-chemické nebo chemické,
podle toho, zda je vazba bun&k s nosi¢em nebo
enzymu v buiice zprostfedkovana, napfiklad me-
chanicky pti zachyceni bun&k v gelu, silami van der
Waalsovymi, poldrnimi interakcemi nebo kova-
lentni vazbou. B&#né se pouZivarriznych, ve vodé
nerozpustnych syntetickych nebo pfirodnich orga-
nickych & anorganickych nosi®d, které pfedeviim
zlep$uji hydrodynamické a sedimentalni a tim
i separaéni vlastnosti vdzanych bunénych prepara-
th a prispivaji ke stabilizaci poZadované enzymové
aktivity. Riizné zndmé zpiisoby vazby bunék, jejich
vyhody a nevyhody a jejich ekonomické limity
‘popisuje napfiklad Vandamme (Chem. Ind., No.
24, 1070, 1976) a Jack a Zajic (Adv. Biochem.
Eng. 5, 126, 1977). Fyzikélni zplisob vazby riz-
nych enzymové aktivnich bunék, a to zabudovanim

"nativnich bunék do gelu pfirodniho plvodu je
popsén naptiklad v &. patentu & 113908, chemic-
ky zptisob naptiklad v &. autorském osvéd&eni &.
200802, vyuZivajici pro vazbu bungk sférickych
&astic syntetickych polymerd na bazi methakryla-
midu, glycidylmethakrylatu, hydroxyalkylmetha-
krylatu apod., ziskanych cflené vedenou polymera-
ci. Tyto &dstice se nejprve musi pfedem chctmcky

- modifikovat pfipojenim distdlnich prostorovych
spojek s koncovymi aminoskupinami a potom
teprve Ize na takto modifikované polymerni &4stice
vazat butiky pomoci polyfunkénich €inidel.

Podobné postup vazby riiznych enzymové aktiv-
nich bunék podle DOS 2 513 929 spoéiva v reakci

bunék s reaktivnim monomerem a v jejich ndsled- -

né polymeraci nebo kopolymeraci, nebo v reakci

s glycidylmethakryldtovym polymerem, popfipadé

v kombinaci s kovalentni fixacf enzymu uvnitf

bunék bifunkénim ¢inidlem.

Noside t&chto a podobnych typd jsou nakladné: |

ptipravky, jejichZ cena a dostupnost limitujf pri-
myslové vyu¥iti vdzangch bun&nych preparéti.

Jistym pokrokem ve vyvoji technologie vazby !
* bunék s primyslovym vyznamem je zplisob popsa- |
ny v &. autorském -osvédeni & 197101, jehoZ
. princip spotivd ve vazb& produkénich bunék na

* bun&né nosite riiznych druhi organismi, kterymi
jsou bud celé neporusené anebo fyzikalné, chemic-

ky & biochemicky oSetfené buriky & jejich neroz- |

- pustné fragmenty, a to chemicky, kovalentni vaz-
bou, pouzitim polyfunkénich &inidel. U tohoto
zplisobu vazby bunék odpadd ekonomicky limit
ceny nosice, nebot pouZivanymi nosi¢i jsou odpad-

ni builky (odpadni bunéénd hmota) po riiznych . |

fermentadnich vyrobdch, jejichZ cena je pfevaZné
zanedbateln4, resp. nulovd. V uvedeném &. autor-
ském osv&deeni je rovnéZ popsén zpisob vazby

- produkénich bunék navzdjem, tedy bez pouZiti
noside. K tomu musi byt viak buiiky doznaéné miry.

pfirozené nebo uméle autolyzovény, aby k jejich

. vzéjemné vazb€ doflo, nehledé k tomu, Ze takto

pfipravené véazané butiky maji hor$i mechanické

. a sedimentaéni vlastnosti a ndsledkem pfedchozi
. parcidlni autolyzy i niZ8i specifickou aktivitu. Tuto
* nevyhodu fesi zpiisob kovalentniho zesit&ni indivi-
dudlnich produké&nich bunék pomoci bifunkénich-
~ aldehydii (&s. autorské osvédeeni & 195 063. Pfi
. zminéném zpiisobu se viak v pfipad€ opakovaného

poufZiti musi buiiky izolovat pomoci odstfedivek,
nebof rozméry jednotlivych zesiténych bunék jsou

. velmi malé (pfiblizné kolem 1 pm), z SehoZ
. vyplyvaji i jejich Spatné sedimenta¢ni vlastnosti,
. které se vyznamné nelifi od t&chto vlastnosti
_ u nativnich buné&k. Dalii vfhodny zplisob chemické

vazby produkénich bun€k navzdjem, bez pouZiti
nosice, je popsédn.v &s. autorském osvédleni &,
203 607. Tento zpiisob, stejné tak jako pFedchozi,
je omezen na vazbu bunék s penicilinacylazovou

aktivitou pro vyrobu 6-aminopenicilanové kyseli-

ny enzymovou hydrolyzou pemcxlmu

Bylo nyni zjisténo, Ze zdkladni princip, ktery byl
popsén pro zpiisob vyroby vdzanych bunék s peni-
cilinacyldzovou aktivitou podle &s. autorského
osvédZeni & 203 607 je po daldich modifikacich
a zdokonalenich pouZitelny i pro vazbu bunék
nejrizn&jSich produk&nich kmenti, resp. bunék
s riiznymi enzymovymi aktivitami, bez ohledu na
to, zda se jednd o bakteridlniho producenta,
kvasinku & jinou mikroskopickou houbu a bez

_ohledu na to, zda je poZadovand enzymova aktivita

(poZadovany enzym) lokalizovédna v periplazmatic-
kém & vnitrobun&éném prostoru (v cytoplazmé).
Stejné tak v dostateéné& Sirokém rozmezi, které je
dokumentoviéno pfiklady provedent, nenf zdsadné

rozhodujici kvalita enzymu, resp. typ Zddané enzy-

mové katalyzované biochemické reakce. Pro dany
typ prokaryontni nebo eukaryontn{ buiiky je v nd-

i vaznosti na lokalizaci poZadovaného enzymu

v bufice a na kvalit¢ enzymu, resp. na typu

- enzymové katalyzované biochemické reakce a zné-
‘'mém nebo piedpoklidaném chemickém sloZeni
- bun&&nych povrchd, nutno specificky volit reak&ni

podminky kovalentniho zesiténi vnitrobunééného

obsahu jednotlivych bunék a zejména technicky .
a reakénich podminek jejich permeabilizace po
zesiténi, stejné tak jako individudlni technicky; .

metodickych postuplt a reak&nich potfmmel;gﬁa

nésledné vzdjemné vazbg zesiténgch a permeabili-

zovanych bunék s cilem ziskdni vdzanych buné¢-
nych prepar4ti s dostateéné vysokymi specifickymi

aktivitami, s dobrym vytéZkem enzymové aktivity
a dal¥imi vyhodnymi vlastnostmi, zejména ve

- vztahu k rychlosti sedimentace a k distribuci |

velikosti vazanych buné&nych &éstic, k jejich hyd-
: rodynamlckym vlastnostem a k jejich mechamcké ;

a enzymové stabilit&.

Vynélez se tedy tykd zpdsobu vyroby stabilnich
preparith vzdjemné vézangch bunék prokaryont-
nich a eukaryontnich mikroorganismil s enzymatic-



kou aktivitou, napiiklad bakterii, kvasinek a jinych
imperfektnich hub, pouZitelnych pro biotransfor-
mace. Jeho podstata spociva v tom, Ze se nejprve

obsah jednotlivych buné&k vychoziho organismu

zesiti reakci s dialdehydem, s vyhodou glutardial-
dehydem, po této reakci se zesiténé butiky permea-
bilizuji padsobenim fyzikdlnich anebo fyzikalné-
chemickych anebo chemickych faktord, potom se
nechaji reagovat ve vodném prostfedi's rozpustnou
slouéeninou, obsahujici nejméné dvé primarni
anebo dvé sekunddrni aminové skupiny, s vyhodou
s polyethyleniminem nebo hexamethylendiami-
nem, a s dialdehydem, s vyhodou s glutardialdehy-
dem, vzniklé vzdjemné vazané buiiky se po oddéle-
ni promyji vodou a popfipad€ mechanicky zpeviiu-
ji pfechodnou parcidlni dehydrataci pisobenim
organickych s vodou misitelnych rozpoustédel,
s vyhodou acetonu nebo jeho smési s vodou, pfi
teploté 10 az —30 °C.

Zminénou permeabilizaci zasiténych bunék lze
provadét napiiklad michdnim bunééné suspenze ve
vodném prostfedi pii teplotdch od 0 do 70 °C, pfi
hodnot8 pH 4,0 aZ 9,0, v pfitomnosti tenzidu anebo
organického s vodou misitelného anebo nemisitel-
ného rozpoustédla, napiiklad butylacetétu, chloro-
formu nebo dimethylsulfoxidu, popiipadé za sou-
Zasné nebo nasledné zmény iontové sily sus-
penze.

Reakce zesiténych a permeabilizovanych bunék
se slougeninou rozpustnou ve vodé, obsahujici
nejméné dvé primarni anebo dvé sekundarni ami-
noskupiny, se Glelné provadi pfi teplotich pod
teplotou tani reak&ni smési, popiipadé pfi teploté
0 aZ 30 °C, pri relativni odstfedivé sile 1 az 50 000
G nebo pfi filtraénim tlaku od 0 do 50 650 kPa.

- Zptsobem podle vyndlezu se ziskaji stabilni
preparity vzdjemné vazanych bunék s velmi dob-
rymi sedimentadnimi a hydrodynamickymi vlast-
nostmi a dobrou stabilitou poZadované enzymové
aktivity, pfi¢emZ velikost vidzanych bunéénych
&astic Ize v uréitém rozsahu regulovat koncentraci
bunék, podminkami reakce a technicko-metodic-
kym postupem. Ziskany materidl se vyznacuje
rovnéZ dobrou stabilitou pfi mechanickém otéru
vlivem michéni a tfeni ¢4stic. Lze jej principidlné
vyuZit pro rizné pramyslové biotransformace,
realizované jak vsadkovou, tak i semikontinualni
a kontinudlni technologii, podle typu reaktoru. Pfi
volbé technologie s pouZitim vazanych enzymové
- aktivnich bunék pfipravenych ve formé& stabilnich
. preparatii zpiisobem podle vynélezu je tieba vy-
chézet z typu enzymové katalyzované biochemické
reakce a z reakénich podminek. Nejvyhodnéjsi

vyuZiti preparétﬁ.pddle'vynélezu je v reaktorech.

s pevnym loZem vdzanych bungk. Dalsi moZnost
predstavuje vsadkova opakovani konverze poZa-
dovanym smérem v michaném reaktoru. Céstice
vzniklé ze vzdjemné vdzanych bunék jsou pevné,
ve vétsing pfipadii piskovitého charakteru, v mik-

roskopickém obraze patrné jako ostfe ohraniené

nebo neohranidené desti¢ky, popfipad€ nepravi-
delné morfologie. Makroskopicky pfipomin tento
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material pryskyfici svétle hnédého, tmavohnédé-
ho, nacervenalého ncbo fern€ho zbarveni. Tvar,
velikost a zbarveni Castic kolisé podie typu pouZi-
tych vychozich produkénich bunek a pouZiti tech-
niky permeabilizace a vzajemné vazby. VytéZek.

‘imobilizace se pohybuje v rozmezi 20 aZ 80 % a je

zavisly rovnéz na dfive uvedenych faktorech.

Vyroba vazanych enzymové aktivnich bunék
podle vyndlezu zahrnuje tyto operace:

1. Chemické reakce produkénich bunék v mi-
chané vodné suspenzi s bifunk&nimi sifovacimi
éinidly, &mZ dojde ke kovalentnimu zesiténi
— prokfiZeni vnitrobuné&ného obsahu individu4l-
nich buné&k a; tim k fixaci a stabilizaci poZadované
aktivity kli¢ového enzymu (enzymi), obsazeného
v periplazmatickém nebo vnitrobunééném prosto-

" ru jednotlivych bunék a ke zvy$eni odolnosti téchto

bunék vii&i autolyze. Zasadni faktory, které ovliv-
fuji dspéch tohoto technologického kroku, jsou
koncentrace bunék, koncentrace sitovadla, reakéni
doba, pH suspenze, teplota reakéni smési a intenzi-
ta michani. Tyto faktory je tfeba volit indivi-
dudlné.

2. Ziedéni suspenze bunék po reakci vodou,
jejich oddéleni odstfedénim, promyti vodou a na- :

H

slednd permeabilizace individuélnich zesiténychy
bunék v michané vodné suspenzi vlivem fyzikal-'
nich anebo fyzikdlné-chemickych anebo chemic-:
kych faktor, ¢imz se vyplavi nezreagované povr-
chové a vnitrobunééné komponenty pfevazné lipi-
dického charakteru, zlepsi difGzni vlastnosti zesité-'
nych bundk, zejména u enzymt lokalizovanych ve:
vnitrobunééném prostoru a odkryji dalii reakce
schopné skupiny jejich povrchu a uvnitf bunééné-
ho prostoru. Zdkladnimi faktory, které ovliviiuji
dostateénou permeabilizaci zesiténych buné&k, jsou
koncentrace bunék ve vodné suspenzi, intenzita .
michani, * teplota, pfitomnost vhodného tenzidu
a jeho koncentrace, pfitomnost & nepfitomnost
vhodného organického rozpoustédla a jeho kon-
centrace, hodnota pH a iontova sila suspenze, doba
plisobeni jednotlivych faktort atd. Zminéné fakto-
ry je tfeba volit u kaZdého typu bunék individudl-
né, a to samostatné nebo v kombinaci.

3. Ztedéni suspenze zesiténych a vypranych
bunék po jejich permeabilizaci vodou, odd€leni
odstfedénim, promyti vodou a nésledna chemicka
reakce v pfitomnosti ve vodé rozpustné slouceniny,
obsahujici nejméné dvé& primarni anebo sekundar-
ni aminové skupiny spolu s bifunkénimi sitovacimi
Cinidly, provddénd uéelné ve vétfiné piipadi za
takovych podminek, kdy jednotlivé buiiky jsou
v co nejtésnéj$im vzdjemném kontaktu a v mini-
mdlnim pohybu. V mnoha pfipadech je vyhodné
provadét vzdjemnou vazbu enzymové aktivnich
zesiténych a permeabilizovanych bunék pfi ochla-
zeni reakéni smési pod teplotu téni nebo pfi
relativni odstfedivé sile vy3$§i nez 100 G ¢&i pfi
filtraénim tlaku vy3$§im neZz 101 kPa. N€kdy, zvlasté
u n&kterych enzymové aktivnich eukaryontnich

. organismii, je vyhodn&j§i reak¢ni smés mirné
; michat nebo ponechat v klidu. Za zminénych
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podminek se po urdité dob& vytvafeji navzdjem
vdzané, kovalentné prokiiZzené bunééné Céstice.
Zikladnimi faktory, které ovliviiuji viastnosti va-
zanych bunék, zejména velikost &astic, pozadova-
nou zachycenou enzymovou aktivitu, sedimentaé-
ni, mechanické a hydrodynamické vlastnosti a je-
jich stabilitu, jako i vitéZek imobilizace, jsou
koncentrace bunék, koncentrace a kvalita sifovad-
la, koncentrace a kvalita ve vodé rozpustné sloude-
niny obsahujici aminové skupiny, teplota a pH
reakéni smési, reakéni doba a v neposledni fadé jiz
naznadend -pouZitd technika vedeni reakce. Tyto
faktory je tfeba volit téZ individuélné.

Po vazbé& bunék se ziskany produkt nékolikrat
dekantuje vodou, v pfipadé pouZiti techniky vazby
pfi teplotdch pod teplotou tdni reakéni smési se
produkt nechd samovolné rozmrazit a rovnéz se
nékolikrdt dekantuje vodou a odsaje. Dobie
vakuové odsdtd vlhka hmota vazanych bunck se
bud susi asi pfi 60%ni vlhkosti vzduchu pfi teploté
mistnosti, v nékterych pfipadech je vihodné odsaty
material vpravit za michdni do vychlazeného aceto-
nu nebo 'do jeho smési s vodou, ¢imz dojde

'k mechanickému zpevnéni &dstic jejich ¢astecnou

pfechodnou dehydrataci. Produkt se pak nechd
botnat ve vodném prostfedi, po nabotnini se
odsaje a popfipadé sudi asi pfi 60%ni vlhkosti
vzduchu do konstantni hmotnosti pii teploté mist-
nosti. Véazané butiky lze pfechovdvat v dobie
uzavienych sklenénych nebo polyethylenovych
nadobach pfi teplotach v rozmezi 0 a% 10°C.
Obsah vody ve vdzanych bunéérych preparitech
Kolisd v rozmezi 40 aZ 65 % hmoty. V<tSina
preparitil za popsanych podminek je skladovatel-
ni po dobu n&kolika mésict bez ztrity ptivodni
aktivity.

Zptsobem podle vynalezu Ize napfiklad ziskdvat
takové stabilni preparéty, ve kterych vdzané buriky
obsahuji enzymy napfiklad s hydroldzovou, izome-
radzovou, lydzovou, dekarboxyldzovou, oxidore-
duktdzovou nebo jinou aktivitou, a to preparaty
bud s jedinou aktivitou nebo s libovolnou kombi-
naci enzymovych aktivit, podle tcelu pougiti.
Viézané. buiiky mohou tedy obsahovat napfiklad
enzym penicilinacyldzu, B-galaktoziddzu, L-o-

-amino-e-kaprolaktam hydroldzu,
amidohydroldzu, L-aspartat amoniak lydzu, gluké-
zoizomerézu, dekarboxylazu kyseliny L-asparago-
vé, dekarboxylazu L-lyzinu, glukézooxidédzu aj.

Pfi zpiisobu vyroby stabilnich preparatt vzijem-
né vazanych bun€k podle vyndlezu lze pouZivat
produkénich bunék obsahujicich rizné enzymy,
a to riiznych druhi a kmenii bakterii, aktinomycet,
kvasinek a dal$ich imperfektnich hub. Je pochopi-
telné vyhodné vyuZivat pro vazbu buné¢k mitant-
nich organismi, ziskanych $lechténim & cilené
vedenou genetickou manipulaci, které obsahuji

vysoké mnoZstvi poZadovaného enzymu nebo en- -
zymii, nebot ziskané vézané buiky pak maji

vysokou specifickou enzymovou aktivitu.

Velikost vdzanych bunék ve stabilnich prepara-

tech podle vynilezu byla posuzovana mikroskopic-

L-asparagin

ky (optickym mikroskopem) s pouZitim kalibrova-
ného mérného okularu. Né&které preparity byly:
posuzovany rastrovacim elektronovym mikrosko-
pem. Sedimenta&ni vlastnosti byly hodnoceny tak,
Ze 2,5 g vlhké hmoty preparatu bylo suspendovédno
v celkovém objemu 25 ml demineralizované vody
v kalibrovaném odmérném vilci a byl sledovén &as
potiebny ke kvantitativni sedimentaci &éstic.
K analyze velikosti &astic bylo rovnéZ pouZito
kovovych sit pro sitovou analyzu a vdzané buiiky
byly déleny podle velikosti pouZitim tf{ sad téchto
sit, pfi¢emz sita méla otvory velikosti od 0,03 az do
2,0 mm. :

V né&kterych ptipadech byla hodnocena i mecha-
nickd stabilita vdzanych bunéénych prepardti na
otér a stabilitu klitové enzymové aktivity dlouho-
dobym michanim suspenze vizanych bunék, na-
ptiklad 5 aZ 10 g vlhké hmoty vdzanych bunék ve
100 ml demineralizované vody bylo tfepdno pfi
teploté 30 °C v 500 ml varnych barikdch na rotac-
nim t¥epacim stroji o po¢tu otd¢ek 260/min. Ve -
zvolenych &asovych intervalech byly odebirdany
vzorky suspenze a hodnoeena poZadovand enzy-
mov4 aktivita v sedimentu a supernatantu.

Napiiklad aktivita penicilinacyldzy byla hodno-
cena spektrofotometricky barevnou reakci p-di-
methylaminobenzaldehydu s kyselinou 6-amino-
penicildnovou, pfi poufZiti draselné soli penicilinu
jako substratu, aktivita $-galaktosiddzy chromato-
graficky s denzitometrickym vyhodnocenim pfi-
riistkli koncentrace glukozy a galaktdzy pii pouZiti
lakt6zy jako substratu. L-o-amino-e-kaprolaktam
hydroldzovd aktivita byla hodnocena méfenim
ubytku L-a-amino-e-kaprolaktamu jako substratu
a pfirdstku produktu, L-lysinu, rovnéZz chromato-
graficky s denzitometrickym vyhodnocenim. Akti-
vita L-asparagin amidohydroldzy byla méfena
piiristkem koncentrace amonnych ionté nessleri-
zaci kolorimetricky, pfi pouZiti L-asparaginu jako
substratu. L-aspartdt amoniak lydzova aktivita
byla hodnocena chromatograficky s denzitometric-
kym vyhodnocenim pfirtistku koncentraci kyseliny
L-asparagové pifi pouZiti amonné soli kyseliny -
fumarové jako substratu. Aktivity dekarboxylézy
kyseliny L-asparagové a L-lysinu byly méfeny
pomoci Warburgova pfistroje zjiStovanim rychlosti |
tvorby kysli¢niku uhli¢itého za pouZiti ptislusnych
aminokyselin jako substrath. Aktivita glukézooxi-
ddzy byla stanovena kolorimetricky po oxidaci
o-dianizidinu peroxidem vodiku prostfednictvim
peroxiddzy a aktivita glukézoizomerdzy rovnéZ
kolorimetricky stanovenim fruktézy po reakci
s cysteinem a karbazolem. V obou pifipadech byla
jako substrit pouZita glukéza.

Stabilni preparaty vzajemné chemicky vazanych‘
bunék ziskané zpisobem podle vynédlezu pfedsta-
vuji vyznamny technicky i ekonomicky pokrok
v obou priimyslové realizovatelnych biotransfor-

) maci.

BIliZ$ podrobnosti vyplyvaji z pnkladu provede-. -
ni, které zptisob podle vynalezu bliZe objasiiuji, ale :
nijak neomezuji. V pfikladech je rovnéz uvedena |
enzymova-aktivita nativnich a vdzanych bun&k.

‘;‘

[



Piiklad 1 .

Z vlhké pasty Cerstvych nativnich bunék Escheri-
chia coli obsahujicich enzym penicilinacyldzu
o specifické aktivité 8 umol 6-APK/hod/mg vlhké
hmoty bunék (42°C) pH 7,6 bylo pfipraveno
500 ml homogenni vodné suspenze o koncentraci
bunék 0,25 g v. hm./ml; pH suspenze bylo uprave-
no na hodnotu 7,0 20%nim roztokem NaOH.
K michané vodné suspenzi byl pfidén 25%ni vodny
roztok glutardialdehydu tak, aby jeho aktudlni
koncentrace v reakéni smési byla 1 % (hmota/ob-
jem). Reakce probihala 3 hodiny za nepfetrZitého
michani pfi teploté 20°C. Po této dobé byla
suspenze zfedéna pitnou vodou na celkovy objem
5 litrG,, promichdna a buniky odstfedény (5000
G/30 minut). Bylo ziskdno 110 g v. hm. jednotlivé
kovalentné zesiténych, promytych bunék, jejichz
specifickd aktivita byla 5,1 pmol 6-APK/hod/mg
v. hm.

Z takto ziskané vlhké pasty jednotlivé zesiténych
bun&k byla pfipravena vodnd suspenze o jejich
koncentraci 0,25 g v. hm./ml. K homogenni micha-
né suspenzi jejiz pH bylo upraveno 25%nim
roztokem NaOH na hodnotu 7,0 byl pfidén octan
. butylnaty a Slovafol 909 tak, aby jejich aktudlni
" koncentrace v suspenzi &inily 2,5 obj. % v pfipadé
prvém a 0,5 obj. % v pfipadé druhém. Suspenze

byla vytemperovana ve vodni lazni na 45°C a za

nepfetrZitého michdni ocelovym vrtulovym mi-
chadlem (500 ot/min) byly zesiténé buiiky permea-
bilizovdany po dobu 3 hodin. Po této dob¢é byla
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suspenze ochlazena na 25°C, ziedéna pitnou °
vodou na celkovy objem 5 litrfi, promichina
a buiky odstfedény (3000 G/30 minui). Bylo
ziskano 78,3 g v. hm. jednotlivé zesiténych & per-~
meabilizovanych bunék, jejichZ specificka aktivita
byla 6,8 umol 6-APK/hod/mg v. hm.

Z ¢&asti vihké pasty popsanym zpisobem ziska-
nych bunék bylo pfipraveno 150 mi homogenni
vodné suspenze o pH 7,0 a koncentracibunék 0,3 g
v. hm/ml. Michand suspenze byla ochlazena na
10 °C a pfidan Sedipur KA (polyethylenimin) tak,
aby jeho koncentrace v suspenzi byla 0,5 obj. %.
Poté byl k suspenzi pfidén za michani 25%n1 vodny

. roztok glutardialdehydu tak, aby jeho koncentrace

v suspenzi byla 1 % (hmota/objem) a prgmichana
reak¢ni smés byla rozplnéna do 10 ml polyethyle-
novych kyvet a v zivislosti na’ pouZit® rélativni
odstfedivé sile byla provadéna tvorba“navzdjem
vazanych bnmék s pemcﬂmﬁcylazcﬁou aktivitou.
Reakce probihala pFi 0 °C'v chldzenych odstfediv-
kéch Janetzki K 26 po dobu 3 hodin® Po reakci byly
preparaty vazanych bunék dvakrét dekantovany
vodou, vakuove odsdty pfes terylenovou (mlynaf-
skou) plachetku a oSetieny smési aceton : voda
(1:1) vychlazenou na —20°C, znovu odsity
a ponechany 16 hodin botnat ve vodé pii 10 °C.
Poté znovu vakuové popsanym zplisobem odséty,
zvdZeny a hodnocena jejich rychlost sedimentace,
velikost ¢astic, jejich objem po. sedlmentam a specl-
ficka aktivita zplisobem, popsanym v. popxsu Vyna-..,
lezu. Vyslec"lky Jsou uvedeny -V ﬁasledujxm ta-
bulce "

Rel. odstfediva sila (G) 1100

T

4580 . .« 0200 . .28595, . . X "+ "

Velikost &astic (um) 25—150  75—150 75300  75—450 ]2

Rychlost sed. ¢astic (min pti 1 G) 7 -5 1 ! kvant. nesed.

Objem cistic po sed. (ml) 6,5 5 .3 3 -

Spec. akEivita (;fmol 6-APK/hod/mg 6.2 59 5.1 4,65 6.8

- v. hm. vaz. bunék) -

Mikroskopicky obraz neohranicené ttvary s nepravidel. okraji J;ﬁglo(s

Makroskopicky vzhled hnédé amorfni ¢astice ' buncénd 4
suspenze

* Stani reakéni smési pii teploté 0 °C po dobu 3 hodin pfi 1 G, poté odstfedéni, promyti a suspendace

sedimentu ve vodé.

Piiklad 2

Stejna Cerstva nativni pasta bun€k Escherichia
coli s penicilinacyldzovou aktivitou byla zesiténa
jak je uvedeno v pfikladu 1.

Permeabilizace vodné suspenze jednotlivé kova-
lentné zesiténych bunék byla provedena stejnym
zplisobem pouze s tim rozdilem, Ze k permeabiliza-
ci bylo namisto octanu butylnatého pouZito NaCl
v koncentraci 5,8 g/litr (1 M koncentrace NaCl
v suspenzi); koncentrace Slovafolu 909, reakéni
doba i podminky byly stejné jak je uvedeno
v pifikladu 1; pH suspenze bylo upraveno na

stejnou hodnotu aZ po piiddni a rozpusténi
NacCl.

Z vlhké pasty zesiténych, permeabilizovanych
a promytych bunék o specifické aktivité 6,1 umol
6-APK/hod/mg v. hm. byla pfipravena homogenni
vodnd suspenze o koncentraci bunék 0,3 g v.
hm./ml; pH suspenze bylo 6,9. Suspenze byla
vytemperovana na 40 °C a pii této teploté nepfetr-
zité michdna ocelovym vrtulovym michadiem (300
ot/min) po dobu 72 hodin. Po uvedené dobé
tepelného oSetfeni byla suspenze ochlazena na



l
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" 10°C a doplnéna na puvodm objem pitnou
© vodou,

Ke 100 ml této suspenze byl za michéni pfiddn
Sedipur KA a glutardialdehyd -jak je uvedeno
‘v piikladu 1 a promichan4 suspenze nalita do s4¢ku
z Inéné kalolisové plachetky. Si¢ek byl uzavien
a umistén ve vodorovné poloze mezi dvé kovové
desky a na jeho obsah piisobeno filtra¢nim tlakem
1,25 . 10* kPa pomoci hydraulického lisu pfi teplo-
té mistnosti po dobu 30 minut.

Popsanym zplsobem. vznikla hnédoderna pevné
hmota o celkové hmotnosti 25 g ve tvaru nepravi-
delné desky. Ziskand hmota byla rozfezdna na

. nepravidelné rhensi &4sti a pomoci kuchyiiského
~ mixeru homogenizovdna ve 200 ml pitné vody
. pferufované po dobu cca 15 minut pfi laboratorni -
! teploté. Po homogenizaci byl materidl dekantovédn
" dvakrit 1 litrem vody, vakuové dobfe odsdt ptes

terylenovou plachetku a zvdZen.
Bylo ziskdno 21 g vihké hmoty vdzanych bunék
“s distribuci velikosti nepravidelnych &astic 50 az
5000 um; specificka aktivita homogenatu vizanych
*bunék ¢inila 3,3 umol 6-AKP/hod/mg v. hm.
a k jejich kvantitativni sedimentaci vedlo 2 minuto-
vé stani. ‘

Priklad 3
Z vihké zesiténé, permeabilizované a promyté
pasty bun€k Escherichia coli s penicilinacyldzovou
" aktivitou o specifické aktivité 4,64 umol 6-APK/
hod/mg v. hm., kdy zesiténi jednotlivych buné&k
bylo provedeno podle pfikladu 1 a jejich permea-
bilizace a dal§i tepelné oSetfeni po dobu 72 hodin
podle pfikladu 2, bylo pfipraveno 500 ml vodné

suspenze o koncentraci bun€k 0,25 g v. hm./ml.

K homogenni suspenzi o teploté 15 °C a pH 7,0 byl
za michdni pfiddn 10%ni (hmota/objem) vodny
' roztok hexamethylendiaminu o pH 7,0 tak, aby
jeho koncentrace v suspenzi ¢inila 0,5 % (hmota/
objem), a po 15 minutich stdni byl za michani
pfidan 25%ni vodny roztok glutardialdehydu tak,

aby jeho koncentrace v reakéni smési byla 2 % -

' (hmota/objem). Reakéni smés byla odstfedéna (10

minut/5000 G) a ztakto vznikié pasty byl zhotoven
. kruhovy vlhky koldé o priméru S cm a vy§ce 1 cm
' na podloZce z kalolisové Inéné tkaniny. VIlhky
. kol4g byl vsunut do s4¢ku z téhoZ materidlu a saéek

uloZen mezi dvé kovové desky ve vodorovné .
poloze a vystaven filtraénimu tlaku 1,25 . 10* kPa

pomoci hydraulického lisu pfi teplot& mistnosti po
dobu 24 hodin. C4st tmavodn&dé pevné hmoty

(10 g) byla rozmixovédna ve vodé a odséta zpliso- |

" bem popsanym v pfikladu 2; byly ziskdny vdzané
buriky s penicilinacyldzovou aktivitou s distribuci

velikosti ¢astic 100 aZ 1000 pm, jejichZ specificka

aktivita &inila 2,75 pmol 6-APK/hod/mg v. hm.

a kJjejich kvantitativni sedimentaci vedlo 3 mlnuto-
vé stani. . '

Piiklad 4
K 80 ml vodné suspenze zesiténych, permeabili-
zovanych a tepeiné ofetfenych bun¢k Eschenchla

coli s penicilinacyldzovou aktivitou (specifickd
aktivita byla 5,16 pmol 6-APK/hod/mg v. hm.,.
koncentrace bungk v suspenzi 0,25 g v. hm./ml)
o pH 7,0, ktera byla ziskdna postupem uvedenym
v piikladu 3, byl pfidan 10%ni vodny roztok

'hexamethylendiaminu o pH 7,0 tak, aby jeho

———

koncentrace v suspenzi &inila 0,5 % (hmota/ob-
jem), smés byla kritce promichédna a poté pone-
chdna v klidu stat pfi teploté 11 °C po dobu 20
hodin. Poté byl za mich4ni k vodné suspenzi pfidan
25%ni vodny roztok glutardialdehydu tak, aby
jeho koncentrace v suspenzi ¢inila 2 % (hmota/ob-
jem). Poté byla reakéni smés vylita na kruhovou
misku o priiméru 14 cm zhotovenou z alobalu
a miska uloZena v horizontdlni poloze do mraziciho

. boxui; tloustka vrstvy na misce byla cca 0,5 cm,

reakce probihala 48 hodin pfi teploté —23 °C. Po

. této dob& byla miska z praziciho boxu vyjmuta

a pfelita cca 100 ml pitné vody a materidl ponechédn .

" pfi teploté mistnosti rozmrazit. Po rozmrazeni byly

vazané buiiky tfikrat dekantovdny 100 ml pitné
vody, vakuové odsity pfes terylenovou plachetku
a zvaZeny.

Bylo ziskdno 14,3 g v. hm. odsétych véazanych
bunék. Toto mnoZstvi bylo suspendovano ve
107 ml acetonu p. a., pfedem vychlazeného na
teplotu —23 °C,. po dobu 3 minut materiil ve
zchlazeném acetonu michén a poté ihned a ostfe,
popsanym zphsobem, vakuové odsat. Vdzané buti-
ky ponechény botnat pies noc v 0,05 M fosfatovém
pufru pH 7,6 pfi 8 °C a poté popsanym zplisobem
vakuové odsity a po dobu cca 20 minut na
plachetce odsdvany. '

Bylo ziskéno 14,2 g v. hm. hnédych Supinatych
vizanych bunék, které stanim kvantitativné sedi-
mentovaly za 10 minut; distribuce velikosti &astic
se pohybovala v rozmezi 75 aZ 300.pm a jejich

_specifickd aktivita byla 4,25 pmol 6-APK/hod/mg
- “v;hm. Materidl byl vystaven testovani stability jeho’
~ enzymové aktivity a mechanické stability Cdstic za

podminek uvedenych v popisu vynilezu. Po 528 .
hodindch (22 dnt) nepfetrZitého tfepani suspenze
vazanych bunék d&inila jejich specifickd aktivita
85 % aktivity ptivodni pfi zachovéni 70 % celkové

" hmoty materidlu vztaZzeno na hmotnost ptivodni.

. Priklad 5

20 g v. hm. (pasty) Zerstvjch nativnich bundk

- Alcaligenes faecalis s penicilinacyldzovou aktivitou
. bylo suspendovéno v 80 ml pitné vody; pH suspen-
' ze bylo upraveno na hodnotu 7,0 20%nim rozto-’

kem NaOH. Suspenze obsahovala 0,25 g v. hm.
nativnich bun&k/ml o specifické aktivit& 0,25 umol
6-APK/hod/mg v. hm. (42 °C) pH 7,6.

Zesiténi jednotlivych bunék bylo provedeno

- podle ptikladu 1. Permeabilizace zesiténych bun&k
. podle ptikladu 2. Tepelné oetieni zesiténé a per-

meabilizované suspenze rovnéZ podie piikladu

2 s tim rozdilem, Ze teplota michané suspenze byla

37 °C za jinak stejnych podminek ofetfeni. ‘
Ke 100 ml vodné suspenze zesiténych, permea-

bilizovanych a tepelné o3etfenych bunék. A. faeca-



lis byl po jejich ochlazeni na teplotu 10 °C za
michani pfidan Sedipur KA (polyethylenimin) tak,
aby jeho koncentrace v suspenzi &inila 0,5 %
(hmota/objem). Poté suspenze ponechdna v klidu
stat po dobu 30 minut a déle byl za michéni pfidian
25%ni vodny roztdk glutardialdehydu’ tak, aby
jeho koncentrace v suspenzi ¢inila 1 % (hmota/ob-
jem), suspenze kritce promichdna a déle bylo
postupovéno stejn€, jak je uvedeno v pfikladu
4 s tim rozdilem, Ze reakéni doba b€hem mrazeni
¢&inila 5 hodin. -

- Bylo'ziskano 11,8 g v. hm. tmavéhnédych viza-
nych bunék, které stdnim sedimentovaly kvantita-
tivné€ za 4 minuty; distribuce velikosti &astic se
pohybovala v rozmezi 150 az 300 um a jejich
specifickd aktivita &inila 0,23 pumol 6-APK/hod/
mg v. hm. Enzymov4 a mechanick4 stabilita &4stic
sledovani za podminek uvedenych v popisu vyna-

lezZu po dobu 10 dnd (240 hodin) ¢&inila za

uvedenou dobu nepietrZitého tfepani 100 % pu-
vodni aktivity pii zachovéani 94 % ptvodni hmoty
materidlu. . :

Piiklad 6

250 g v. hm. Serstvé nativni pasty bunék Escheri-

chia coli obsahujicich enzym beta-galaktosiddzu

4 bylo suspendovéno v 750 ml pitné vody; byla tak
pfipravena homogenni suspenze bunék o pH 7,0,
kterd obsahovala 0,33 g v. hm. nativnich bunék (ml
o jejich specifické aktivité 0,035 pumold glukézy
+ galaktdzy) min/mg v. hm. (37 °C) pH 7,0.

Kovalentni zesiténi vnitrobunééného obsahu
jednotlivych bunék a jejich promyti bylo provede-
no podle pfikladu 1. Permeabilizace bunék byla
provedena kombinovanym déinkem zmény ionto-
vé sily, pfitomnosti tenzidu a teplotou v michané

- suspenzi zesiténych bunék podle pfikladu 2 s tim

- rozdilem, Ze namisto Slovafolu 909 byl pouZit
Slovafol 910 ve stejné koncentraci a teplota béhem
3 hodinové permeabilizace v pfitomnosti 1 M NaCl
byla namisto 45 °C pouze 40 °C. Bylo ziskidno
190 g v. hm. (pasty) zesiténych, permeabilizova-
nych a promytych bunék, jejichZ specificka aktivita
Cinila 0,029 umold glukézy + galaktézy/min/mgv.

. hm. Pasta téchto bunék byla suspendovéna v pitné
vodé tak, aby koncentrace bunék &inila 0,3 v.
hm/ml a za michani tepelné o$etfena pfi 40 °C po
dobu 72 hodin rovnéZ jak je uvedeno v pfikladu
2.

Po doplnéni objemu suspenze pitnou vodou na
objem pitvodni a ochlazeni suspenze na 15 °C bylo
pii vzdjemné vazbé bunék postupovino podle

. ptikladu 5 s tim rozdilem, Ze reakéni doba b&hem
' mraZeni ¢inila 4 hodiny a Ze reakéni smés byla po
kratkém promichédni po pfidani glutardialdehydu
ihned rozplnéna po 375 ml do polyethylenovych
sa€kil, tyto zataveny a umistény ve vodorovné
poloze na hlinikové ticy. Zpisob oSetfeni viza-
nych bun¢k po reakci (rozmrazeni, dekantace,
. filtrace, ofetfeni acetonem, botndni atd.) bylo
" provedeno podle pikladu 4 s tim rozdilem, Ze
: vazané buiiky byly botnany pifes noc v deminerali-
| zované vodé za jinak stejnych podminek.

7
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Bylo ziskdno 113 g v. hm. vézanych bunék
s beta-galaktosiddzovou aktivitou o specifické
aktivit€ 0,021 umold glukdzy + galaktézy/min/mg
v. hm., makroskopicky pfipominajici tmavéhné.-
dou pryskyfici piskovitého charakteru, mikrosko-
picky se jevici jako neohraniené nepravidelné
destiCky s distribuci velikosti &astic 75 az 300 pm.
Ke kvantitativni sedimentaci ¢astic doglo za 4 mi-
nuty. Vihkost preparétu ¢inila 60 %. Materidl byl
vystaven testovani mechanické a enzymové stabili-
ty jak je uvedeno v popisu vyndlezu; po 1632
hodinach (68 dnech) nepfetrzitého ttepani mate-
ridlu ve vodné suspenzi Cinila specifickd aktivita
vazanych bun&k 110 % aktivity ptivodni a zistatek
celkové hmotnosti materidlu po této dobé& &inil
75 % pbvodni hmoty. 25 % hmoty materidlu
vlivem obrouseni a tim zmenSeni &éstic po uvedené
dobé tfepani proslo plachetkou pfi filtraci a odsd-
vani. Materidl vazanych bunék ziistal beze zmény
popsanych charakteristik véetné specifické aktivity
b&hem jeho skladovani v uzaviené polyethylenové
lahvi uchovavané pii 10 °C po dobu 6 mésicti.

Priklad 7 = - o
Ze stejného ‘mnoZstvi vihké hmoty &erstvych

nativnich buné¢k Escherichia coli s beta-galaktosi-

dazovou aktivitou jako v piikladu 6 bylo vyrobeno

. 80 g vlhké hmoty vazanych bunék postupem uve-

denym rovnéZ v pfikladu 6 s tim rozdilem, Ze
k permeabilizaci zesiténych bunék bylo pouZito

-namisto zmény iontové sily (1 M NaCl) kombino-

vaného tucinku stejné teploty a stejného tenzidu
v pfitomnosti 2,5 obj. % chloroformu a 1 obj.

" % dimethylsulfoxidu za jinak stejnych podminek

reakce-a manipulace.
Charakteristiky prepardtu byly podobné jako

- v ptikladu 6 s tim rozdilem, Ze specifick4 aktivita

materiélu &inila 0,028 pmoli glukézy + galaktozy/
min/mg v. hm. vdzanych bunék. Stabilita materidlu

- za podminek skladovani uvedenych v piikladu 6 se

nezménila po dobu 3 mé&sici sledovani. -

"Priklad 8

250 g v. hm. Cerstvé nativni pasty bunék Escheri-
chia coli obsahujicich beta-galaktosiddzu jako
v piikladu 6 bylo ve vodné suspenzi zesiténo,
permeabilizovdno a tepelné ofetfeno postupem
uvedenym rovnéZ v piikladu 6. Vzdjemna vazba
bunék v pfitomnosti hexamethylendiaminu a o$et-

! feni vdzanych bun€k po vazb& byla provedena

postupeni uvedenym v pfikladu 4.' ‘
-Bylo ziskdno 96 g v. hm. oranZové hnédych

' vdzanych bunék ve tvaru Supin, které stdnim
sedimeniovaly kvantitativné za 12 minut; distribu-
- ce velikpsti Castic se pohybovala v rozmezi 75 aZ

350 wm a jejich specificka aktivita ¢inila 0,019
pmoli glukézy + galakt6zy/min/mg vihké hmoty
materidlu.

Piiklad'9
Z &erstvé nativni vlhké hmoty (pasty), bunék

 kvasinky Kluyveromyces fragilis obsahujici enzym
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beta-galaktosiddzu bylo pfipraveno 100 ml vodné
suspenze v prostiedi 0,05 M fosfdatového pufru pH
7,0; koncentrace nativnich bunék v suspenzi &nila
0,35 gv. hm. (ml a specifickd aktivita t€chto bun¢k
byla 0,017 umold glukézy + galaktézy) hod/mg v.
hm. (37°C) pH 7,0. .

Kovalentni zesiténi vnitrobunéfného obsahu
jednotlivyich bunék véetné zplisobu promyti a se-
parace vlhké zesiténé biomasy bylo provedeno
podle piikladu 1. Permeabilizace 100 ml vodné
suspenze kvasinek o koncentraci bunék v suspenzi
0,25g v. hm/ml a pH 7,0 byla provedena pfi
teploté 40 °C v pfitomnosti 1 obj. % dimethylsul-
foxidu a 0,5 obj. % toluenu v nepfitomnosti
tenzidu ostrym michdanim bunééné suspenze ocelo-
vym vrtulovym michadlem (800 ot/min) po dobu
3 hodin. Poté byla suspenze ochlazena na teplotu
mistnosti a nafedéna pitnou vodou na celkovy
objem 1 litr, krdtce promichana, buiiky odstfedény
(5000 G/20 minut), mlééné zakaleny supernatant
slit a bunéény sediment suspendovin ve stejném
objemu pitné vody a znovu popsanym zplisobem
odstfedén. Bylo ziskdno celkem 20 g v. hm. jednot-
livé zesit€nych, permeabilizovanych a promytych
kvasinek, jejichz specifickd aktivita ¢inila 0,022
umold glukézy + galaktézy/hod/mg. v. hm.

20 g v. hm popsanym zplsobem osetfenych
kvasinek bylo suspendovano v 380 ml pitné vody
a za michédni upraveno pH homogenni suspenze
bunék 20%nim roztokem NaOH na hodnotu 7,0.
Poté byla suspenze pfelita do 1 litrové erlenmaye-
rovy batiky a pfiddn Sedipur KA (polyethylenimin)
tak, aby jeho koncentrace v suspenzi ¢inila 0,5 obj.
% . Suspenze byla kratce promichdna a ponechana
stit cca 15 minut. Poté byl za michani pfidan
25%ni vodny roztok glutardialdehydu tak, aby
jeho koncentrace v reakéni smési ¢inila 1 obj. %.
Bairika byla umisté¢na na pomalobéZny reciproky

- tfepaci stroj o poctu kyvi 40/min. Reakce probiha-
la 3 hodiny pfi teploté 29 °C za uvedenych podmi-
nek michdni. Po této dobé byla reak¢ni smés

" zfedéna pitnou vodou na celkovy objem 2 litry

a odstfedéna (5000 G/10 minut). Sediment navza-

jem vazanych kvasinek byl suspendovéan v 1 litru
pitné vody a vakuové na nuci odsdt pies teryleno-
vou plachetku a zvaZzen. 9,7 g v. hm. odsitého

a promytého materidlu bylo za michdni suspendo-

vano ve 100 ml acetonu vychlazeného na —20 °C,
michdno po dobu 3 minut a poté -ihned &astice
vakuové popsanym zplsobem ostfe odsaty a poté
jesté prosavany po dobu cca 10 minut naceZ byly
suspendovany ve 100 ml 0,05 M fosfatového pufru
pH 7,0 a ponechdny pfes noc botnat pfi teploté

10 °C. Bylo ziskdno 8,1 g v. hm. navzijem viza-

nych kvasinek s beta-galaktosiddzovou akti-
vitou.

Specificka aktivita materidlu ¢inita 0,009 pmola
glukézy -+ galaktézy/hod/mg v. hm. vézanych
bunék. Distribuce velikosti &astic se pohybovala
v rozmezi 100 az 850 um a k jejich kvantitativni
sedimentaci vedlo 2 minutové stdni. Stabilita mate-
ridlu pfi skladovani za podminek uvedenych v pii-
kladu 6 byla konstantni po dobu 3 mésici.

- Ry

Priklad 10

470 g v. hm. Cerstvych nativnich bunék kvasinky
Cryptococcus laurentii s L-alfa-amino-epsilon-
aminokaprolaktam hydroldzovou aktivitou bylo

" suspendovdno v prostfedi 0,05 M fosfatového

pufru pH 7,0 na celkovy objem 4,7 litru; pH

homogenni suspenze bylo doupraveno 20%nim

roztokem KOH na hodnotu pufru. Vznikla suspen-
ze obsahujici 0,1 g v. hm. nativnich bunék/ml
o specifické aktivité 6,01 umolti L-lysinu/hod/mg
v.hm. 37°C) pH 7,5.

Kovalentni zesiténi vnitrobunééného obsahu
jednotlivych kvasinek v suspenzi bylo provedeno
podle pfikladu 1. Po reakci byla suspenze nafedéna
pitnou vodou na celkovy objem 50 litréi, kratce

promichéna a odstfedéna na separitoru Sharples.

Bylo ziskdno 320 g v. hm. zesiténych a promytych
bunék ve formé vlhké pasty jejichZ specifickd
aktivita &inila 3,83 pmeld L-lysinu/hod/mg v.
hm. ) v

320 g v. hm. zesiténych a promytych bunék bylo
suspendovano na celkovy objem 3,2 litrl v pitné
vodé¢ a za ostrého michani (800 ot/min) ocelovym
vrtulovym michadlem permeabilizovano v pfitom-
nosti 1 obj. % dimethylsulfoxidu pfi teploté
42,5°C po dobu 3 hodin. Poté byla suspenze
ochlazena na teplotu mistnosti a zfedéna na celko-
vy objem 35 litri pitnou vodou a odstfedéna do
formy vihké bunééné pasty na separétoru Sharples.
Bylo ziskdano 283 g v. hm. jednotlivé zesiténych,
perméabilizovanych a promytych bunék kvasinek,
jejichz specificka aktivita ¢inila 4,15 umold L-lysi-
nu/hod/mg v. hm.

Z ¢&asti vlhké hmoty popsanym zpiisobem ziska-
nych bunék bylo pfipraveno 200 ml homogenni
vodné suspenze jejiz pH bylo upraveno 20%nim
roztokem KOH na hodnotu 7,0; suspenze obsaho-
vala 50 mg v. hm. bun¢k/ml. Suspenze byla rozdé-
lena na dvé stejné objemové &dsti (2 100 ml)

oznacené A a B a do kazdé z nich byl za michdni -

pfidan Sedipur KA (polyethylenimin) tak, aby
jeho koncentrace v suspenzi {inila 0,5 obj. %,
nadeZz z nich byly rdznou technikou pfipraveny
navzidjem véazané enzymové aktivni buriky zpiiso-
bem jak néasleduje:

A. Suspenze byla za michdni ochlazenana 10 °C

~

a ponechdana stdt 30 minut. Poté byl pfiddn za .

michdni 25%ni vodny roztok glutardialdehydu tak,
aby jeho koncentrace v suspenzi &inila 1 obj. %. Po
kratkém promichani byla vzdjemnd vazba bunék

" provedena technikou mrazeni reakéni smési za

podminek uvedenych v pfikladu 5; zptisob ofetfeni
c¢astic po vazbé€ byl proveden podle pfikladu 4.
Bylo ziskédno 3,8 g v. hm. navzdjem véazanych
kvasinek s L-alfa-amino-epsilon-kaprolaktam
hydroldzovou aktivitou; specifickd aktivita mate-
ridlu ¢inila 0,52 pumold L-lysinu/hod/mg v. hm.

Distribuce velikosti ¢4stic se pohybovala od 75 do

1450 um a k jejich kvantitativni sedimentaci vedlo
1 minutové stani. Mikroskopicky posuzovano tvo-
Fily castice jehlicovité ostfe ohranifené itvary
pfipominajici krystaly. Makroskopicky pfipominal



material heterogenné krystalovany dvojchroman
draselny véetné typického hnédoderveného zabar-
veni. Stabilita materidlu pfi skladovani za podmi-
nek uvedenych v pfikladu 6 byla konstantni po
dobu 6 mésicii.

B. K pomalu michané suspenzi pii laboratorni
teploté byl pfidan glutardialdehyd ve stejné kon-
centraci jako ve varianté A a déle bylo postupova-
no pfi vzajemné vazbé bunek technikou pomalého
michani reakéni smési jak ji:: uvedeno v piikladu
9 véetn& zpisobu oSetieni vzniklych &istic po
vazbé,

Bylo ziskdno 2,75 g v. hm. navzdjem vdzanych
kvasinek s L-alfa-amino-epsilon-kaprolaktam
hydroldzovou aktivitou; specifickd aktivita mate-
ridlu &inila 1,8 pmold L-lysinu/hod/mg v. hm.
Distribuce velikosti &4stic se pohybovala v rozmezi
od 15 do 900 um a k jejich kvantitativni sedimenta-
ci vedlo Sminutové stiani. Mikroskopicky posuzo-
vano tvorily ¢astice nepravidelné dtvary s nepravi-
delnymi okraji. Makroskopicky materidl tvofil
amorfni vatovité dtvary. Stabilita materidlu pfi
skladovani za podminek uvedenych v piikladu
6 byla konstatni po dobu 6 mésicii.

Piiklad 11 :

500 g vlhké hmoty (pasty) Cerstvych nativnich -

bunék Alcaligenes metalcaligenes obsahujicich en-

zym L-aspartat amoniak lydzu bylo suspendovano -
v 0,05 M fosfatovém pufru na celkovy objem'
2 litry; vznikla homogenni suspenze o pH 7,1
obsahujicf 0,25 g v. hm. nativnich buné€k/ml. Spe- " |
cifick aktivita nativnich bungk ¢&inila 0,75 umolii |
kys. L-asparagové/min/mg v. hm. (37°C) pH:

8,5.

Kovalentni zesiténi vnitrobunééného obsahu.
jednotlivych bunék bylo provedeno podle pfikladu -

1. Permeabilizace zesiténych bun¢k byla provede-
na podle piikladu 2 s tim rozdilem, Ze teplota

_michané suspenze b&hem permeabilizace Cinila
40 °C. Tepelné ofetfeni bunék bylo provedeno
rovnéz podle piikladu 2. Vzdjemnd vazba bun€k
byla provedena technikou mrazeni zplisobem uve-
denym v piikladu 6; zpiisob oSetfeni vazanych
bunék po jejich vazbé je rovnéz uveden v pfikladu
6.

Bylo ziskdno 198 g vlhké hmoty vzdjemné véza-
nych bunék s L-aspartat amoniak lydzovou aktivi-
tou; specifickd aktivita materidlu. ¢inila 0,5 umol
kys. L-asparagové/min/mg v. hm. Distribuce veli-
Kkosti &4stic se pohybovala v rozmezi 75 aZ 300 um
a k jejich kvantitativni sedimentaci vedlo 3 minuto-
vé stani. Mikroskopicky posuzovano material tvo-
fil neohranicené ttvary s nepravidelnymi okraji.
Makroskopicky materidl tvofil svétlehnédé Supiny

* slidovitého charakteru. Stabilita materidlu pfi skla-
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dovani za podminek uvedengch v piikladu § byla
konstantni po dobu i mésice.

Priklad 12

750 g vihké hmoty (pasty) Cerstvych nativnich
bunék Corynebacterium glutamicum obsahujicich
enzym aspartit amoniak lydzu bylo suspendovano )
v 0,05 M fosfatovém pufru na celkovy objem
3 litry; homogenni suspznze obsahovala 0,25 g v.
hm. nativnich bunék/ml a jejich specifickd aktivita
byla 1 pmol kys. asparagové/min/mg v. hm.
(37.°C) pH 8,5.

Kovalentni zesiténi vnitrobunééného obsahu
jednotlivych bunék byio provedeno podle piikladu
1; jejich permeabilizace byla provedena stejné jak
je uvedeno v piikladu 2 pouze s tim rozdilem, Ze
namisto Slovafolu 909 byl pouzit pfi permeabiliza-
ci Slovafol 910 ve stejné koncentraci za jinak
stejnych podminek. Tepelné osetfeni bunék bylo
provedeno rovnéZ podle piikiadu 2. Vzijemna
vazba bunék byla provedena technikou mrazeni
reakéni smési zpisobem uvedenym v prikladu
6 vietné zplisobu osetfeni materidlu po vazbe.

Bylo ziskano 312 g v. hm. vzdjemné vdzanych
bunék s L-aspartit amoniak lydzovou aktivitou;
specificka aktivita materidlu ¢inila 0,63 umol kys.
L-asparagové/min/mg v. hm. Distribuce velikosti
&astic. se pohybovala v rozmezi 50 az 250 pm
a k jejich kvantitativni sedimentaci vedlo 10
minutové stdni, Mikroskopicky posuzovano mate-
rial tvofil neohranilené ttvary s nepravidelnymi
okraji. Makroskopicky material tvofil béZové Supi-
ny. Stabilita materidlu pfi skladovani za podminek
uvedenych v piikladu 6 byla konstantni po dobu

3 mésich.

Priklad 13

Z vlhké pasty Cerstvych nativnich buné€k Escheri-
chia coli obsahujicich enzym aspartit amoniak
lyazu o specifické aktivité 0,35 umol kys. L-aspara-

" gové/min/mg v. hm. nat. bunék (37 °C) pH 8,5

bylo pfipraveno 500 mi homogenni vodné suspen-
ze o koncentraci bunék 0,25 g v. hm./ml; pH
suspenze bylo upraveno za michani 20%nim rozto-
kem NaOH na hodnotu 7,0.

Kovalentni zesiténi vnitrobunécéného obsahu by-
lo provedeno podle pfikladu 1 véetn€ zplisobu .
jejich permeabilizace. Tepelné osetfeni bunék po
permeabilizaci bylo provedeno podle piikladu 2.
150 ml homogenni vodné suspenze obsahujici
0,3 g v. hm./ml popsanym zplsobem oSetfenych
bunék bylo pouZito k pfipravé navzajem vazanych
bunék technikou odstfedovani zplisobem popsa-
nym v pfikladu 1 véetné zpsobu jejich oSetfeni po
vazb&. Vysledky jsou uvedeny v nasledujici ta-
bulce.

Rel. odstiediva sila (G) 1100 4500 10 200 28 595 1*
Velikost ¢astic (um) 25—150 50—320 75—400 75425 =2
Rychlost sed. &astic (min pii 1 G) 12 6,5 1 1 kvant. nesed.
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7,5 4 4 —

Objem ¢&astic po sed. (ml) - 10

Spec. aktivita (umol kys. L-asp./ 0.2 0.13 0.09 0.09 0.28
min/mg v. hm. viz. b. ’ ’ ’ > ’
Mikroskopicky obraz neohr. Gtvary s nepravidel. okraji Jﬁigcl)(t;.
Makroskopicky vzhled amorfni svétle hnédé Lstice s"u‘;;zm

* Stani reakéni smési pii teploté 0 °C po dobu 3 hodin pfi | G pote odstiedéni, promyti a suspendace

sedlmentu ve vodé.

Priklad 14 ‘ ‘

Z vihké pasty &erstvych nativnich bunék Myco-
bacterium sp. obsahujici enzym dekarboxyldzu
L-asparagové kyseliny o specifické aktivité 7,1
jednotek/gram v. hm. (1 jednotka u&innosti je
takové mnoZstvi enzymu, které uvolni 100 ul CO,
z kyseliny L-asparagové za 5 minut pfi teplots
30 °CapH 5,5) bylo pfipraveno 100 ml homogen-
ni vodné suspenze o koncentraci nativnich bun&k
0,3 g v. hm./ml; pH suspenze bylo za michédni
upraveno 20%nim roztokem NaOH na hodnotu
7,0.

Kovalentni zesiténi vmtrobunééneho obsahu

jednotlivych bun€k bylo provedeno podle piikladu
1. Permeabilizace zesiténych buné&k byla provede-
na podle pfikladu 2 s t€mi rozdily, %e koncentrace
zesiténych bunék v michané suspenzi &nila 0,1 gv.
hm./ml, pH suspenze bylo 6,1, namisto Slovafolu
909 byl pouZit Slovafol 910 ve stejné koncentraci
a namisto 1 M NaCl byl pouZit chloroform o aktu-
alni koncentraci 5 obj. %, teplota suspenze byla
35 °C a doba trvani permeabilizace 1 hodinu. Dalg{
tepelné ofetfeni po permeabilizaci zesiténych bu-
n&k nebylo providdéno. Promyté, zesit&né a per-
meabilizované buriky byly vdzdny navzdjem tech-
nikou mrazeni postupem uvedenym v ptikladu
5 s tim rozdilem, %e koncentrace bun&k v reakéni
smési ¢inila 0,1 g v. hm./ml. OSetfeni vdzanych
bunék po jejich vzajemné reakci bylo provedeno
podle ptikladu 4.

Bylo, ziskédno 12,1 g v. hm. vzdjemn& vézanych
bunék s dekarboxyldzovou aktmto"kyselmy L-as-
. paragové o specifické aktivit¢ 0,2 j/g v. hm,
- materidlu. Distribuce velikosti &stic se pohybova-
~la v rozmezi 150 az 1000 pm; &istice $patng
' samovolng sedimentovaly, daly se vfak dobfe
filtrovat a odsdvat. Makroskopicky posuzovdno
, tvofily &astice amorfni SedoZluté vlo&ky se $patné
- smodivym povrchem. Stabilita materi4lu pfi skla-
" dovéni za podminek uvedenych v pi"ikladu 6 byla

~ konstantni po dobu 1 mésice.

Piiklnd 15
i Z vlhké pasty éerstvych nativnich bunék Bacte-
f rium cadaveris obsahujicich enzym dekarboxyldzu

. L-lysinu o specifické aktivité¢ 16,4 jednotek/g v. .

[ hm. (1 jednotka G&innosti je takové mnoZstvi
|- enzymu, které uvolni 100 ul CO, z L-lysinu pfi
' teploté 30 °C a pH_5,5) bylo ptipraveno 100 ml .

homogenni vodné suspenze o pH 7,0 a koncentraci
.+ permeabilizaci bylo provedeno podle piikladu 2,

! natwmch bunék 0,25 g v. hm./ml.

Kovalentni zeéiténi vnitrobun&&ného obsahu
jednotlivych bunék bylo provedeno podle ptikladu
1. Permeabilizace zesiténych bun&k podle pfikladu

© 2stémi rozdily, Ze koncentrace bunék v permeabi-

lizované suspenzi &nila 0,1 g v. hm./ml, pH sus-
penze bylo 6,3 a namisto Slovafolu 909 byl pouZit
Slovafol 910 o stejné koncentraei, pfitemz teplota
b&hem permeabilizace byla 35 °C. Dile bylo po-

“ stupovino podle odkazu uvedeného v pfedchozim
- piikladu (ptiklad 14).

Bylo ziskdno 9,35 g v. hm. vzdjemné& vdzanych
bungk s dekarboxylazovou . aktivitou L-lysinu

' o specifické aktivit€ 0,67 j/g v. hm. materidlu.

Distribuce velikosti &4stic se pohybovala v rozmezi
75 aZ 300 um a k jejich kvantitativni sedimentaci
vedlo 4 minutové stdni. Mikroskopicky posuzovd-
no byly &éstice tvofeny Supinatymi desti¢kami
s nepravidelnymi okraji, Makroskopicky posuzo-

. véno pfipominaly &istice jemnou pryskyfici svétle

hnédého zbarveni. Stabilita materialu pti sklado-
vani za podminek uvedenych v pfikladu 6 byla
konstantni po dobu 1 mésice sledovani v jednoty-
denich intervalech.

Priklad 16
300 g vlhké hmoty (pasty) cerstvych nativnich
bunék Escherichia coli obsahujicich &nzym I.-as-.
paragin amidohydrolazu bylo suspendovéno v pit-
né vod& na celkovy objem 1 litr. Homogenni
suspenze obsahovala 0,3 g v. hm. nativnich bunék/
ml a jejich specifickd aktivita byla 0,09 umol kys.
L-asparagové/min/mg v. hm. (37 °C) pH 5,0.
Kovalentni zesiténi vnitrobun&ného obsahu
jednotlivych bunék bylo provedeno podle p¥ikladu
1 a bylo ziskédno 394 g vihké hmoty zesiténych,
. promytych bunék o specifické aktivité 0,015 pumol .
kys. L-asparagové/min/mg v. hm. Permeabilizace
- suspenze obsahujici 0,25 g v. hm. zesiténych bu-
- n€k/ml byla provedena v pi¥itomnosti pouze
1 M NaCl, pH suspenze bylo 6,0 a suspenze byla
tfepana v 500 ml varnych baiikdch se tfemi vlisy -
] (zarézkaml) na rotanim_ tfepacim strop o podtu
| oté&ek 260/min pfi teploté 30 °C po dobu 3 hodin.
- Po permeabilizaci byly buiiky promyty zfed&nim.
pitnou vodou na desetindsobek objemu suspenze.
a odstfedény (5000 G/30 minut). Z 250 g v. hm.
. zesiténych bunék bylo ziskdno 181,5g v. hm.
| zesitényich; permeabilizovanych a prémytych bu-
| n€k o specifické aktivit€ 0,029 umol kys. L-aspara-
| gové/min/mg v. hm. Tepelné ofetfeni bunik po-



1

vzijemna vazba buné€k technikou mrazeni podle

prikladu 6 a oletfeni bunek po vzijemné vazb&
podle piikladu 4. .

. Bylo ziskdno 102 g v. hm. vzdjemné vizanych

bunék s L-asparagin amidohydroldzovou aktivi-
tou; specifick4 aktivita materilu byla 0,039 pumol.
kys. L-asparagové/min/mg. Distribuce velikosti
dastic se pohybovala v rozmezi 75 aZ 750 pm
a k jejich kvantitativni sedimentaci vedlo stani
8 minut. Mikroskopicky posuzovano tvofil mate-
ridl neohrani¢ené ttvary s nepravidelnymi okraji.
Makroskopicky tvofil materidl Supiny svétle hnédé
barvy. Stabilita materiélu pfi skladovani za podmi-
nek uvedenych v prﬂdadu 6 byla konstantni po
dobu 3 mésict.

Prikiad 17
150 g vihké hmoty (pasty) éerstvych nativnich

buné&k Erwinia aeroidea obsahujicich enzym L-as- .

paragin amidohydrol4zu bylo suspendovano v pit-

né vodé na celkovy objem 500 ml; homogenni
suspenze obsahovala 0,3 g v. hm. nativnich bunék/

ml o specifické aktivité 0,15 umol kys. L-asparago- .
vé/min/mg v. hm. (37 °C) pH 5,0. pH suspenze

bylo upraveno 20%nim roztokem NaOH na hod-
notu 7,0.
Dale bylo postupovino podle piikladu 16; bylo

ziskdno 100 g v. hm. zesiténych, permeabilizova- -

nych a tepelné ofetfenych bunék, jejichZspecificka
aktivita byla 0,12 umol kys. L-asparagové/min/mg
v. hm. Pfi vzdjemné vazbé& bunék technikou filtrac-
niho tlaku bylo dale postupovéno podle piikladu
2 s tim rozdilem, Ze reakéni doba &inila 2 hodiny.
.Popsanym zpiisobem vznikla pevna hné€da hmo-
ta o celkové hmotnosti 75 g ve tvaru nepravidelné
desky. Ziskan4d hmota byla roziezdna na nepravi-

delné mensi kousky a pomoci masového strojku

rozemleta; vznikl kfehky granulovany materidl,
ktery byl suspendovén v 250 mg acetonu vychlaze-

ného na —20°C a po dobu 3 minut intenzivné :
michdn. Poté byl materidl ihned ostfe vakuové '

odsat pfes terylenovou plachetku a na plachetce
jesté cca 20 minut odsdvan. Poté byl suspendovan
ve 250 ml demineralizované vody a ponechén pfes

- noc botnat pfi 10 °C. Poté byl material dobfe odsat
a zvéaZen.

Bylo ziskdno 63 g v. hm. navzijem vé.zanych
buinék s L-asparagin amidohydroldzovou aktivitou
o specifické aktivité 0,05 pmol kys. L-asparagové/
min/mg v. hm. Distribuce velikosti 4stic se pohy-
bovala v rozmezi hodnot 550 a% 1650 um a k jejich
kvantitativni sedimentaci vedlo 1 minutové stani.

* Makroskopicky posuzovano tvofily Eastice hnédé
amorfni granule. Stabilita materidlu pfi skladovéni
za podminek uvedenych v piikladu 6 byla kon-
stantni po dobu 6 mésici.

Priklad 18

_ 150 g vihké hmoty Cerstvych nativnich bunék
Aspergillus niger obsahujicich enzym glukézooxi-
.dézu o specifické aktivit€ 0,105 pumol H,O,/min/
mg v. hm. nativnich bunék bylo suspendovino
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v 1 litru pitné vody; suspenze obszhovala 0,15 gv.
hm./ml., pH suspenze bylo za michini upraveno
20%nim roztokem NaOH na hodnotu 7,0.
Kovalentni zesiténi vnitrobunécného obsahu
jednotlivych bunék bylo provedeno podle pfikladu
1 a bylo ziskdno 125 g v. hm. zesiténych bun&k
o specifické aktivité¢ 0,08 umol H,0,/min/mg v.

" hm. Permeabilizace zesiténych a promytych bunék

~ permeabilizaci nebylo provadéno. Vzdjemna vaz-

byla providéna ve vodné suspenzi obsahujici
0,05 g v. hm. zesiténych bun€k/ml v baiik4ch se

tfemi vlisy postupem uvedenym v pfikladu 16.
Bylo zisk4no 107 g v. hm. zesiténych a permeabili-

zovanych bunék o specifické aktivit® 0,1 pmol
H,0,/min/mg v. hm. Tepelné oSetfeni bunék po

" ba bunék byla provedena technikou mrazeni podie -

prikladu 6 s tim rozdilem, Ze koncentrace zesité-
nych a permeabilizovanych bunék v reakéni smési

~ byla 0,08 g v. hm./ml. OSetfeni materidlu po vazbé
. bylo provedeno rovnéZ podle pfikladu 6.

Bylo ziskdno 62 g vihké hmoty vzdjemné véaza-
nych bunék s glukézooxiddzovou aktivitou; speci-
fickd aktivita materidlu &inila 0,095 pmol H,0,/
min/mg v. hm. Distribuce velikosti ¢astic se pohy-

Makroskopicky posuzovéno tvofil materidl tmaveé
$edé amorfni pelety. Stabilita materidlu pfisklado-

" véni za podminek uvedenych v piikladu 6 byla
konstantni po dobu 3 mésici. Materidl byl vystaven -

- nych v popisu vynilezu; po 288 hodindch (12 dni)

- bunék Cinila specifickd aktivita 70 % aktivity

testovdni mechanické a enzymové stability postu-
pem uvedenym v piikladu 6 za podminek uvede-

nepietr¥itého tfepani vodné suspenze vizanygch
pvodni. S

Priklad 19
150 g vlhké hmoty (pasty) éerstvych nativnich

. bunék Streptomyces phaeochromogenes s gluké-
. zoizomerdzovou aktivitou bylo, suspendovano
. v 1 litru 0,05 M fosfitového pufru pH 7,0.
~ Koncentrace nativnich bunék v homogenni sus-

. penzi &nila 0,15 g v. hm/ml a jejich specificka.

. aktivita byla 0,021 pmol fruktézy/min/mg v. hm.
- (60 °C) pH 6,85.

Kovalentni - zesiténi vmtrobunecneho obsahu

Jjednotlivyich buné€k vEetné zpsobu jejich separace

a promyti bylo provedeno podle pfikladu 1. Bylo
ziskdno 119 gv. hm. zesiténych a promytych bunék
o specifické aktivité 0,012 pmol fruktézy/min/mg
v. hm. Permeabilizace zesiténych bun&k byla pro-

_vedena podie pfikladu 6 s tim rozdilem, Ze koncen-

trace zesiténych bunék v suspenzi &nila 0,08 g v.
hm./ml a teplota suspenze béhem 3hodinové per-
meabilizace &nila 60 °C. Dalii tepelné oSetfeni
zesiténych bunék po jejich permeabilizaci nebylo
provadéno. Vzdjemna vazba bunék byla provede-
na technikou mrazeni postupem uvedenym v pfi-
kladu 5 s tim rozdilem, Ze¢ koncentrace bunék
v reakéni smési &inila 0,12 g v. hm./ml. OSetieni
materidlu po vazb& bylo provedeno rovnéZ podle
piikladu 5.

‘bovala v rozmezi hodnot 100 aZ 1000 pm a k jejich -
. kvantitativni sedimentaci vedlo 12 minutové stani.

»
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Bylo zmkéno 71 g vzéjemnd vézanych bunék
s glukézoizomerdzovou aktivitou; specifick4 akti-
vita materiélu &inila 0,01 wmol fruktézy/min/mg v.

hm. Distribuce velikosti &astic se pohybovala

v rozmezi hodnot 200 aZ 1300 pm a k. jejich
kvantitativni sedimentaci vedlo 4minutové stani.

12

Mikroskopicky posuzovano tvotily &astice nepravi- : ‘

delné desti¥ky s ohrani¢enymi okraji. Makrosko- .

picky tvofil materidl svétle hn&dé Supiny. Stabilita
materidly pfi skladovéani za podminek uvedenych
v pfikladu 6 byla konstantni po dobu 6 mésici.

Pi'l'klad 20

Nativni buitiky E. coli o specxﬁcké aktivité
penicilinacyldzy 7,0 umol 6-APK/hod./mg vlhké
hmoty byly Zesitény a permeabilizovdny jak je
uvedeno v piikladu 1 s tim rozdilem, Ze zesiténé
buriky mély aktivitu 5,8 pumol 6-APK/hod./mg
vlhké hmoty a Ze permeabilizace byla provddéna se
suspenzi zesiténych bun&k 0,5 g vlhké hmoty/ml
pfi koncentracich butylacetdtu 5 % objem/objem
a Slovafolu 909 1 % objem/objem v priib&hu
4hodinového nepfetrZitého michani pfi 25 °C (500
ot./min.), takZe specifickd aktivita permeabilizova-

"nych bunék ¢inila 8,0 umol 6-APK/hod./mg vlhké

hmoty.

V4 popsanym zpisobem permeabilizovanych bu-
nék byla pfipravena vodna suspense 50 g/100 ml,
jejji pH bylo upraveno na hodnotu 7,6. Poté bylo
k suspensi pfiddno 5 ml 10%niho vodného roztoku
Sedipuru CL-930 a po 5 minutdch stini 4 ml
25%niho . vodného roztoku glutardialdehydu.

Smés byla intenzivné promichdna, naplnéna do.

injekéni stfikacky opatfené jehlou o vnitfnim
priméru 1,6 mm a vytladovana na hlinikovy tic do
formy valcovitych dlouhych ttvart. Po 2hodino-
vém suSeni na vzduchu p#i teplot& mistnosti byly asi
2/3 materidlu 3x dekantovany vodou a pak jesté
30 minut bobtndny ve vodé, aby se vyplavily
nezreagované slozky, a asi polovina tohoto mnoz-
stvi byla po odsiti ponechdna schnout na vzduchu
pfi teploté, mistnosti 24 hodin, nageZ byl materisl
24 hodin bobtnén ve vodé a pak odsét, (varianta a).

Druh4 polovina materidlu po 30minutovém bobt- -

ndni a obsdti byla intenzivné michdna 5 minut
s vychlazenym acetonem, jehoZ teplota ' byla
—27 °C, poté odsita, bobtndna 24 hodin ve vod&
a znovu vakuové€ odséta, (varianta b). Zbylad 1/3
materidlu po podate&nim 2hodinovém suseni byla
déle suSena celkem 24 hodin, tedy v pfitomnosti
nezreagovanych reakénich slozek (glutaraldehyd,
Sedipur). Nato byl preparat 5 % dekantovéan vodou,
bobtnén 24 hodin ve vod€ a odsit, (varianta c).
Tmavohn&dé odsaté materidly byly mechanicky
upraveny do konefné formy kritkych vale€ka
o priméru 1 mm. Specifické aktivity penicilinacy-
lazy u jednotlivych . preparati vykazovaly tyto
hodnoty v pmol 6-APK/hod./mg vlhke hmoty
(a) 0,80 (suSeni bez reagencif) ,!
(b) 0,75 (sudeni acetonem)
(c) 0,60 (sudeni s reagenciemi).

PFiklad 21

Byla pouZita vihkd pasta zesiténych a permeabi-
lizovanych buné€k s penicilinacyldzovou aktivitou
8,0 pumol 6-APK/hod./mg vlhké hmoty ziskand

podle pfikladu 20. Z této bun&iné pasty byla

pfipravena suspenze 10 g/20 ml pomoci 51,4%ni-
ho vodného roztoku Sedipuru CL-930 ostrym
michdnim. Z této suspenze byla odstfedénim
(10 000 G/20 minut) pfipravena Fidk4 pasta, kterd
byla pomoci injekéni st¥ikacky bez jehly o vnitfnim
priméru 2 mm vytladovdna do 10%niho roztoku
glutardialdehydu. Proces byl doprovézen vznikem -
kapek, které setrvdvaly chvili na hladiné vodného
roztoku glutardialdehydu a pak dopadaly na pod-
stavené sito ve formé granuli. Granule byly pone-
chédny mofit v roztoku glutardialdehydu pfi labora-
torni teploté .30 minut a potom byly na sitku
pramyvény 1 hodinu pomalym proudénim vody.
Odsaté granule, které byly je$té mékké, byly
suﬁeny 24 hodin voln& na vzduchu .pfi teploté
mistnosti. Po 48hodinovém bobtndni ve vodé byly
tmavohnédé granule odsdty do koneéné formy
preparitu, jehoZ penicilinacyldzova aktivita &inila
1,25 pmol 6-APK/hod./mg vlhké hmoty.

Piiklad 22

600 g vlhké hmoty bun€k Alcaligenes metalcali-
genes obsahujici aspardt amoniak lydzu o specific-
ké aktivité 0,45 umol kyseliny L-asparagové/min./
mg vihké hmoty (pH 8,5, 37 °C), bylo suspendovi-
no v pitné vod¢ na celkovy objem 2 litry. Takto
vznikld suspense bun€k o pH 7,5 byla siténa
michdnim v pfitomnosti 0,5 %niho glutardialdehy-
du (hmota/objem) po dobu 1 hodiny pfi teploté
25 °C. Poté byla reakéni smés zfedéna 10X vodou
a buriky byly oddéleny odstfedénim. Pasta zesit&-
nych bun€k byla suspendovédna v 1,5 M vodném
roztoku fumaranu- amonného . obsahujicim
1 mg/ml MgSO,.7H,0 o pH 8,5 na koncentraci
300 g vihké hmoty bunék/1t a po pfidéni Slovafolu
909 tak, aby jeho koncentrace v suspensi &inila
0,1% byla suspense michdna 48 hodin p¥i 30 °C.
Poté byla suspense odstfedéna (6.000 G/30 min.)
a po promyti 2 X 3 1 vody bylozisk4no 416 gvlhké
hmoty bunék o specifické aktivit€ 0,35 pmol Kys.
L-asparagové/mg vihké hmoty. .

10 g vlhké pasty zesiténych, permeabilizovanych
a aktivovanych buné€k s aspartdzovou aktivitou
bylo suspendovéno v 3%nim (hmota/objem) roz-

. toku Sedipuru CL-930 na “celkovou koncentraci

0,2 g bun¢k/ml. P¥i pH 7,0 byla suspense ponechi-
na stat 30 minut a poté byla odstfedéna (6000 g/30
minut). Ziskand pasta byla vytlalena otvorem
o priméru 1,6 mm do 0,5%niho vodného roztoku
glutardialdehydu pH 7,0, kde byla ponechédna 15
minut pfi teploté mistnosti. Poté byl ziskany
materidl promyt 2 X 50 ml vody a su$en na vzdu-
chu pfi teploté mistnosti po dobu. 18 hodin.
UsuSeny materidl byl mechanicky rozdrcen na
astice valcovitého tvaru o délce 1—3 mm. Po
16hodinovém bobtnéni v 1,5 M vodném roztoku
fumaranu amonného obsahujictho hofe¢naté ionty
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vlastnostmi o aktivitd €,05 wmol kyseliny L-aspa-
ragové/min./mg vihké hmoty mudieridl.

p¥i 29 °C bylo ziskédno 3,8 g pevnych rychle sedi-
mentujicich &stic s dobrymi hydrodynamickymi

- PREDMET VYNALEZU

© 1. Zphsob vyroby stabilnich preparati vzdjem- »

né véazanych bunék prokaryontmch a eukaryont-
nich mikroorganismi s enzymatickou aktivitou,
zejména bakterii, kvasmek a jingch imperfektnich

hub, pouzxtelnych pro bxptl;ansformace, vyznaduji- -

. ¢i se tim, Ze se nejprvé obsah jednotlivych bunék

vychoziho organismu zesxti' eakm s djaldehydem,:
s vyhodou glutardlaldehyd&ﬁ; pp této reakci se ’
piisobenim fyzikal-
nich anebo fyzikélné-chentickych anebo cherfiic- -
‘kych faktorii, potom se necﬁajl feagovat ve vod7 !

- zesit&né buiiky permeabilizuji

ném prostfedi s rozpustnou siouéemnou, obsahupf

~ cf nejméné dvé primarni aue:bo dvé sekundarni |

aminové skupiny, s vyhodou s polyethyleﬁlmme
nebo hexamethylendiaminem, a s dialdehydem,
s vfhodou s glutardialdehydem, v;mkté vzije

viazané butiky se po oddéleni promyi; vddou

a. popfipadé mechanicky zpeviiuji , pfechodnou
parcidlni dehydrataci plisobenim organickych s vo-
dou misitelnych rozpoustédel, s vyhodou acetonu

nebo jeho sodsi & vodou, pfi teploté 10 aZ
-30°C.

2. Zptisob podie bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se
permeablhzaoe zesiténych bunék provédi micha-
nim buné&né suspenze ve vodném prostfedi pfi
teplotich od 0 do 70 “C, pfi hodnoté pH 4,0 a% 9,0,
v pFitomnosti tenzidu anebo organjckého s vodou
misitelného anebo nemisitelného rozpoustédla, .
zejména butylacctatu ¢hloroformu nebo dimet-
hylsu]fo:ndu popﬁpadé zasoudasné nebo nésledné
zmény jonfové sily suspenze,

3. Zpjisob podle bgdu 1 vyznaéupcx se tim, Ze se
reakce zesiténych & pertgabilizovanych bunék se

. sloudeninou rozpustnou ve vodé, obsahujici nej-

- méné dvé primérni.anebo dvé& sekundérni amino-

skupiny a s dlaldehydem provadi pfi teplotich pod
teplotou t4nf reakénf smési.
4. Zpisob podle bodu 3, vyznadujici se tim, Ze se

© reakce prevadi pfi teploté 0 aZ 30 °C, pfi relativni

odstiedivé sile 1 aZ 50 000 G nebo pfi filtratnim
tlaku od 0 do 50 650 kPa. -
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