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Sposob wytwarzania immobilizowanej amidazy penicylinowej
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Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarza-
nia immobilizowanej amidazy penicylinowej. En-
zym ten jest stosowany do hydrolizy penicylin w
produkcji kwasu 6-aminopenicylanowego.

Z polskiego opisu patentowego nr 79 702 znany
jest sposéb otrzymywania amidazy penicylinowej,
zwigzanej kowalencyjnie -na kopolimerze akrylo-
amidowym, polegajacy na tym, ze kopolimer akry-
loamidu, N,N’-metyleno-bis-akryloamidu i kwasu
maleinowego ogrzewa si¢ pod zmniejszonym ci$-
nieniem, a otrzymany produkt poddaje sie reakcji
z wodnym buforowanym roztworem enzymu. Spo-
s6bb ten wymaga przeprowadzenia trzech operacji,
a mianowicie wytworzenia kopolimeru, jego ogrze-
wania i reakcji z enzymem. N

Okazalo sig, ze amidaze penicylinowsg, immobili-
zowang na kopolimerze akryloamidu, mozna otrzy-
maé w sposdb prostszy i dogodniejszy, obejmujacy
jedynie dwa etapy.-

Sposéb wedlug wynalazku polega na tym, ze
amidaze penicylinowg poddaje sie reakeji z bez-
wodnikiem nienasyconego kwasu dwukarboksylo-
wego, a otrzymany zmodyfikowany enzym przepro-=
wadza sie w kopolimer akryloamidu, ewentualnie
w obec¢nosci substancji o charakterze wypelnia-
cza. . .

Reakcji z bezwodnikiem nienasyconego kwasu
dwukarboksylowego mozna poddawaé amidaze pe-
nicylinowa zaréwno w postaci czystej, jak i w
postaci wstepnie oczyszczonego enzymu o stosun-
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kowo niskiej aktywnosci. Reakcje prowadzi sie w
zbuforowanym érodowisku wodno-organicznym
przy wartosci pH od okolo 5 do okolo, 8 i w nliskiej
temperaturze (okoto 0—5°C) dla zapobiezenia szyb-
kiej hydrolizie bezwodnika. Bezwodnik nienasyco-
nego kwasu dwukarboksylowego stosuje sie ko-
rzystnie w iloSci do okolo 90 mikromoli/mg bialka,
gdyz przy wyzszej iloSci otrzymuje sie preparaty
o nizszej aktywnosci enzymatycznej. Jako bez-
wodnik nienasyconego kwasu dwukarboksylowego
korzystnie stosuje sie bezwodnik kwasu maleino-
wego. Wydajnos$é reakcji wynosi okoto 90%e.
Otrzymana pzmodyfikowana amidaza penicylino-
wa jest nierozpuszczalna w S$rodowisku kwasnym
(warto$é pH okoto 3,0), co mozna wykorzystaé do
jej wyodrebnienia. Charakteryzuje sie ona zmniej-
szong ilo$cia wolnych gfup aminowych (oznaczo-
nych przez reakcje z TNBS), zwiekszong ruchli-
woscig elektroforetyczng (zbadang za pomocay ele-
ktroforezy dyskowej) i wyzszg stabilnoscig termicz-
ng w poréwnaniu z enzymem niezmodyfikowanym.
Wiasciwoscei te przedstawione sg w tablicach 1 i 2.
Otrzymang zmodyfikowang amidaze penicylinowsg
przeprowadza sie nastepnie w jeden z kopolimeréw,
stosowanych zazwyczaj do otrzymywania immobi-
lizowanych enzymoéw. Ze wzgledu na warunki
prowadzenia procesu kopolimeryzacji szczegélnie
przydatne sg kopolimery, otrzymywane z mono-
merdéw rozpuszczalnych w wodzie, zwlaszcza ko-
polimery akryloamidu. Korzystnie stosuje si¢ ko-
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polimery otrzymane z akryloamidu i N,N’-dwu-
allilodwuamidéw  kwasé6w  dwukarboksylowych

zwlaszeza N,N’-dwuallilodwuamidéw kwasu malo-
nowego lub kwasu winowego. Kopolimery te od-
‘znaczaja sie duza elastycznoscig i mozna je liofili-
zowa¢ i1 przechowywa¢ w stanie suchym przez
dluiszy okres czasu bez zmniejszenia aktywnosci
immobilizowanej amidazy penicylinowej. Zamiast
tych dwuallilodwuamidéw mozna stosowaé takze
metyleno-bis-akryloamid, znany czynnik usieciowu-
jacy poliakryloamid, lecz w tym przypadku uzy-
skane kopolimery nie posiadaja wymaganej ela-
stycznosci, sa kruche i latwo sie Scieraja.

Proces kopolimeryzacji prowadzi si¢ w obecnosci
. ukladu® katalizator-ipicjator. Sa to substancje za-
zwycZaj stosowane w tego typu reakcjach, na przy-
klad nadsiarczany, ryboﬂmwma, N,N,N’,N’-tetrame-
tquatylenodwuamma ﬁ;b f-dwumetyloamino-pro-
plomtryl

Proces kopohmeryzacn mozna prowadzié w obec-
nosci substancji o charakterze wypelniacza. Ko-
rzystnie stosuje sie niskoczasteczkowe substancje
rozpuszczalne w wodzie, takie jak na przyklad

sacharoza, ktére zwigkszaja, porowatosé otrzymane-"

go kopolimeru i podnosza jego aktywnosé enzy-
matyczna.

Reakcje kopolimeryzacji prowadzi sie w zbu-
forowanym roztworze wodnym w atmosferze gazn
obojetnego. Otrzymany kopolimer granuluje sie
w zwykly spos6b ‘i dokladnie przemywa roztwo-
rem buforu o- odczynie zblizonym do  obojetnego,
otrzymujac preparat immobilizowanej amidazy pe-
nicylinowej.o wysokiej aktywnosci enzymatycznej
(kilka j/ml). Reakcje kopolimeryzacji mozna tez
prowadzié w rozpuszczalniku organicznym w obec-
no$ci rozpuszczonego w nim s$rodka powierzchnio-
W0 czynnego przy energicznym mieszaniu. Jako
rozpuszczalnik organiczny korzystnie stosuje sie
roztwér czterochlorku wegla lub chloroformu w
toluenie, a jako érodek powierzchniowoe czynny —

~ oleinian sorbitolu, znany w handlu pod nazwg
Span 88. W tym przypadku uzyskuje sig kopoli-
mer w postaei sferycznych granulek. Srednica
tych granulek maleje wraz ze wzrostem ilosci
$rodka powierzchniowo . czynnego, dodanego do
rozZpuszczalnika organicznego. Przy uzyciu $rodka
Span 80 w ilo$ci okolo 1% mozna uzyskaé gra-'
nudki o srednicy do 0,4 mm. Wydajnosé procesu
wynosi zazwyczaj okolo 50% w przeliczeniu na
enzym uzyty do immobilizacji.

Immobilizowana amidaza penicylinowa, ofrzymy-
wana sposobem wedlug wynalazku, zachowuje pel-
n} aktywnosé enzymatyczng przy wielotygodniowym
przechowywaniu w chiodni w temperaturze 4°C
a w temperaturze 37°C w ciggu miesigea traci
30-—40% aktywnosci, co przedstawia tablica 2. Im-
mobilizowana amidaza jest stosowana do enzyma-
tyeznego rezszczepiania penicylin, zwlaszcza benzy-
lopenicyliny, przy -czym otrzymuje sie kwas 6-
-aminopenicylanowy z wydajnoScia powyzej 90%
‘wydajnosei teoretycznej. Hydrolize penicylin przy
uzyciu immobilizowanej amidazy penicylinowej, o-
trzymanej sposebem wedlug wynalazku, prowadzi
sie w zbuforowanym S$rodowisku wodnym o wartos-
ci pH 7—8, przy czym korzystnie stosuje sie bufor
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fosforanowy. Podczas przebiegu reakcji wartosé pH
utrzymuje si¢ na stalym poziomie przez dodawame
roztworéw substancji zasadowych. -

Hydrolize prowadzi sig w temperaturze okoto
25—45°C, korzystnie 35—38°C. Czas trwania reak-
cji jest zalezny od temperatury, stezenia i rodzaju
uzytej penicyliny oraz od stosunku aktywnosci
immobilizowanego enzymu do ilosci penicyliny. Hy-
drolize mozna prowadzié przy stosunkowo Wyso-
kich stezeniach pericyliny (do okolo 10%), przy
czym korzystnie stosuje sie penicyline w postaci
soli. Sposéb wedlug wynalazku jest objasniony
ponizszymi przykladami, ktére jednakze nie ogra-
niczaja jego zakresu.

Przyktad I a) Otrzymywanie zmodyfikowa-
nej amidazy penicylinowej.

Do 12,4 ml ozigbionego roztworu czesciowo oczy-
szczonej amidazy penicylinowej, pochodzacej z ko-
moérek Escherichia coli, w buforze fosforanowym
o wartosci pH 58 o stezeniu biatka 25 mg/ml
i aktywnosci swoistej 1,5 j/mg wkrapla sie po- -
woli, mieszajac, 1,2 ml 4,5 M roztworu bezwodnika
maleinowego w suchym acetonie.

Podczas reakcji wartosé pH utrzymuje sie na po-
ziomie wyjSciowym przez dodawanie 0,8 M roz-
tworu weglanu sodu. Nastepnie chtodzony - roz-
twér miesza si¢ przez 15 minut i pozostawia na
2 godziny w temperaturze pokojowej. Po odsgcze-
niu powstatego osadu przesgcz dializuje sie w ciggu
16 godzin do 1 litra 0,01 M buforu fosforanowego
o wartosci pH 5,8, otrzymujac okoto 18 mi roz-
tworu zmodyfikowanej amidazy penicylinowej o
aktywnosci swoistej 1,3 j/mg. )

b) Otrzymywanie immobilizowanej amidazy peni-
cylinowej przez kopolimeryzacje w bloku.

W 5 ml roztworu zmodyfikowanej amidazy peni-
cylinowej, otrzymanej sposobem opisanym w przy-
kladzie Ia, rozpuszcza sie 0,75 g akryloamidu, )
0,038 g N,N’-dwuallilodwuamidu kwasu malonowe-
go i 1 g sproszkowanej sacharozy, a nastepnie
dodaje sie 0,05 ml 5% roztworu nadsiarczanu
amonowego i 0,056 ml 5%/ roztworu N,N,N’,N’-tetra-
metyloetylenodwuaminy i uzyskany roztwor szybko
wysyca sie azotem. Dla dalszej polimeryzacji roz-
twoér pozostawia sie w atmosferze azotu na okres
15 godzin w temperaturze 25°C.

Otrzymany zel przeciera sie przez sito o prze-

.kroju oczek 0,3 mm, a granulki przemywa sie ko-

lejno 0,1 M buforem fosforanowym o wartosci
pH 17,5, nastepnie tym samym buforem z dodat-
kiem 0,5 M roztwoeru chlorku sodu, a wreszcie
samym buforem. Otrzymuje sie okolo 17 ml upa-
kowanego, granulowanego zelu o aktywnosci okotlo
3,5 j/ml. Wydajnosé procesu immobilizacji wynosi
okolo 60% w przeliczeniu na uzytg amidaze.

¢) Otrzymywanie immaobilizowanej amidazy peni-
cylinowej przez kopolimeryzacje w sferycznych gra-
nulkach.

W 2 ml roztworu zmodyfikowanej amidazy peni-
cylinowej, otrzymanej sposobem opisahym w przy-
kladzie Ia, rozpuszcza sie 0,2 g akryloamidu, 0,01 g
N,N’-dwuallilodwuamidu kwasu L-winowego i 0,4
g sacharozy. Nastepnie dedaje sie 0,02 ml 1,5 %o
roztworu nadsiarczanu amonu i takg samg ilo$é
roztworu  N,N,N’,N’-{etrametyloetylenodwuaminy,

<



102 256

5

po czym roztwbr wysyca sie szybko azotem i wkra-
pla do intensywnie mieszanej fazy organicznej o
temperaturze 25°C, takze uprzednio wysyconej a-
zotem, o skladzie nastepujgcym: 8 ml toluenu i 2
ml- czterochlorku wegla z dodatkiem 0,6% deter—
"gentu Span 80 i 0,01% N,N,N’,N’-tetrametyloetyle-
nodwuaminy. .

Polimeryzacja rozpoczyna sie po kilku minutach,
a konczy po uptywie 15 godzin. Utworzone sfery-
czne granulki odsacza sie na lejku Biichnera,
przemywa toluenem, 0,1 M buforem fosforanowym
o wartosci pH 7,6 z dodatkiem Tweenu 80, a
wreszcie samym buforem. Uzyskuje sie okoto 7 ml
upakowanych, okraglych granulek o $rednicy od
0,15 do 0,45 mm, wykazujgcych aktywno$é amidazy
okolo 2 j/ml. Wydajnosé procesu wynosi okoto 50%
w przeliczeniu na enzym uzyty do immobilizacji.

d) Ofrzymywanie immobilizowanejamidazy peni-
cylinowej przez kopolimeryzacje w bloku. '

W roztworze zmodyfikowanej amidazy penieyli-
nowej, otrzymanym sposobem opisanym w przy-

kiadzie Ia, rozpuszcza sie 36 g sacharozy, 1,8 g.

akryloamidu i 0,18 g N,N’-metyleno-bis-akryloamidu,
po czym dodaje sie 0,75 ml 1% roztworu nadsiar-
czanu amonu i 0,75 ml 0,1% roztworu N,N,N’,N’-
-tetrametyloetylenodwuaminy. Uzyskany roztwoér
pozostawia sie w temperaturze 25°C w atmosferze
azotu na .6kres 15 godzin. Ofrzymany zel przeciera
sie przez sito o przekroju oczek 0,5 mm, a uzy-
skane granulki przemywa si¢ trzykrotnie 0,1 M
buforem fosforanowym o wartosci pH 7,8. Otrzymu-
je sie 400 ml zelu o aktywnoS$ci enzymatycznej 3,5
j/ml. Aktywno$é amidazy penicylinowej okresla sie
metodg kalorymetryczng wedlug Balasinghan et al.,
Biochem. Biophys. Acta 1972, 276, 250—256.

Przyktad II. Wytwarzanie kwasu 6-amino-
penicylanowego.

Do 10 ml immobilizowanej amidazy penicylinowej,
otrzymanej sposobem opisanym w przykladzie I,
" dodaje sie 2 g soli potasowej penicyliny G, roz-
puszczonej w 40 ml 0,1 M buforu fosforanowego,
i miesza si¢ w temperaturze 37°C przez 6 godzin.
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Wartosé pH utrzymuje sie na poziomie 7,5—17,8
przez wkraplanie 0,8 M roztworu weglanu sodu.

Po uplywie tego czasu w mieszaninie reakcyjnej
stwierdza sie obecno$¢ kwasu 6-aminopenicylano-
wego. (9690 ilosci teoretycznej). Zawiesine saczy
sie, przemywa 0,1 M buforem fosforanowym o war-
tosci pH 7,8 i z przesgczu wyodrebnia sie kwas
6-aminopenicylanowy znanymi metodami. Zel im-
mohilizowanej amidazy penicylinowej moézna po-
nownie uzyé do hydrolizy penicyliny.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania amidazy penicylinowej
immbilizowanej na kopolimerze akryloamidu, zna-
mienny tym, Ze amidaze penicylinowg poddaje sie
reakcji z bezwodnikiem nienasyconego kwasu dwu-.
karboksylowego, a otrzymany zmodyfikowany en-
zym przeprowadza sie¢ w kopolimer, ewentualnie
w obecnosai substancji o charakterze wypelniacza.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
jako bezwodnik nienasyconego kwasu dwukarbo-
ksylowego stosuje sie bezwodnik kwasu maleino-
wego.

3. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
zmodyfikowany enzym przeprowadza sie¢ w kopo-
limer akryloamidu i N,N’-dwuallilodwuamidu kwa- -
su dwukarboksylowego.

4. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
zmodyfikowany enzym przeprowadza sie w kopo-
limer akryloamidu i metyleno-bis-akryloamidu.

5. Spos6b wedlug zastrz. 3, zmamienny tym, ze
jako N,N’-dwuallilodwuamid kwasu dwukarboksy-
lowego stosuje sie N,N’-dwuallilodwuamid kwasu
malonowego lub kwasu winowego.

6. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
zmodyfikowany enzym przeprowadza si¢ w kopo-
limer w obecnoédi ukladu: katalizator — inicjator
polimeryzacji. .

7. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
jako substancje o charakterze wypelniajacym sto-
suje sig sacharoze,
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