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Zptisob imobilizovani enzymu aminoacy-
lasy aktivaci parcidlng zhydrolyzovaného
kopolymeru, pfipraveného popftipadé alka-
lickou hydrolyzou kopolymeru akrylamidu
s N,N‘-methylen-bis{akrylamidem) a nane-
senim aminoacylasy, pfi kterém se parcial-
né zhydrolyzovany kopolymer akrylamidu
s N,N‘-methylen-bis(akrylamidem), pf¥ipra-
veny alkalickou nebo kyselou hydrolyzou,
uvede do reakce s karbodiimidem rozpust-
nym ve vod& nebo rozpustnym v organickém
rozpou§tddle pfi teplotd pod 0 °C, ziskany
aktivovany nosi¢ se smichd s roztokem a-
minoacylasy o hodnot& pH 6,5 aZ 8,5 a vznik-
1y produkt se promyje a popfipadé se vy-
Susi.

Imobilizovand aminoacylasa se pouZivd k
§tépeni DL-aminokyselin.
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Vyndlez se tyké zplisobu imobilizace en-
zymu aminoacylasa.

Pro imobilizovdni aminoacylasy isolované
z enzym@ obsaZenych ve vepFovych ledvi-
nédch, nebo aminoacylasy mikrobidlniho pi-
vodu, bylo aZ dosud popsdno mnoho zpdso-
bit. Podle zplsobt popsanych v fasopisech
J. Am. Chem. Soc. 81, 4024 [1959) a Coll
Czech. Chem. Commun. 36, 2 398 (1971) se
aminoacylasa navaZe na DEAE celulozu ion-
tovymi vazbami. Aminoacylasu lze vSak rov-
néZ imobilizovat kovalentnimi vazbami.

Podle jedné ze zndmych metod se jako
noside pouZivd kopolymeru akrylamidu s
methakryldtem zesiténého N,N-methylen-
-bis{akrylamidem}; nosi¢ se zpracuje hyd-
razinem, vznikly produkt se aktivuje dusi-
tanem sodnym v piitomnosti kyseliny chlo-
rovodikové a na vznikly azid karboxylové
kyseliny se pak navdZe enzym (viz fasopis
Macromolecules 4, 350, 1971}.

Podle jiného zndmého zplsobu se nosif
typu Enzacrylu AA (polyakrylamidovy deri-
védt obsahujici aromatické aminoskupiny)
aktivuje dusitanem sodnym v pFitomnosti
kyseliny chlorovodikové a vznikly diazode-
rivdt se kopuluje s enzymem (viz &asopis
Coll. Czech. Chem. Commun, 38, 943, 1973).

V8echny zndmé zphsoby pro imobilizové-
ni enzymu maji spoletnou nevyhodu v tom,
Je poskytuji preparaty s imobilizovanym
enzymem s nizkou specifickou aktivitou.

Z francouzské vytist&né prihlasky vyné-
lezu d&islo 2198 954 je zndmo imobilizovat
enzymy véetné enzymu aminoacylasy mi-
chdnim a spojovdnim enzymu, nebilkovino-
vého pojidla, sesitujiciho prost¥fedku a vody
a/nebo organickych rozpouStédel v jakém-
koliv sledu a promytim ziskaného produktu
vodou. JakoZto pojidel se miiZe pouZit poly-
ethylenimini nebo polyaminfi a jako sesitu-
jicich prostfedkid karbodiimidd; jakoZto vy-
hodny sled se uvddi nejdFive smi¥eni enzy-
mu ve vod& a/nebo v organickém rozpous-
tédle s pojidlem a teprve tato smés se pak
misi se sesitujicim &inidlem.

Z amerického patentového spisu &islo
3794563 je zndmé pouZiti polymerli akryl-
amidu sesiténého napfiklad N-methylen-bis-
-akrylamidem pro imobilizovani enzymit. Ve
sloupci 1, Fadek 69 a ve sloupci 2, Fadek 2
tohoto spisu se uvadi, Ze kovalentni vazba
enzymu na polymer mé ten nedostatek, Ze
se musi reaktivni podminky potfebné pro
kovalentni vAzani peclivé kontrolovat, aby
se predeSlo destrukci molekuly enzymu a
Ze je zpravidla obtiZné odstranit vyCerpany
enzym Zz polymeru, jestliZe méd byt do poly-
meru v&len&n Eerstvy enzym. .

Z amerického patentového spisu &islo
3933589 je zndm zphsob imobilizovani en-
zymu na nosi¢i, pFiemZ se enzym, nosi¢ a
chemické imobilizatni &inidlo udrZuji ve
vzdjemném styku pfi teplot& a po dobu do-
statefnou k chemické imobilizaci enzymu,
pfitemZ se jako chemického imobiliza&niho
prostfedku pouZivd pFedem pripraveného
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reakéniho roztoku alkandiaminu a alkandi-
halogenidu.

Z britského patentového spisu €. 1 289 549
je znam zpilisob p¥ipravy ve vodé nerozpust-
ného enzymového pfipravku, pii kterém se
nechdvd reagovat enzym rozpuStény nebo
suspendovany ve vodném roztoku s uhlidi-
tanem celulézy nebo s derivatem diazoto-
vaného diaminobenzenu uhli¢itanu celuldzy,
priemZ se jako nedostatek tohoto zplisobu
imobilizace na str. 1, fadek 50 aZ 53 brit-
ského patentového spisu €. 1257 263 uvadi
nizky vytéZek fixovanych bilkovin, nezaji§-
téné vazéani bilkovin a jejich denaturace pfi
vazdani.

V britském patentovém spise &. 1257 263
se popisuje zplisob p¥ipravy produktli ob-
sahujicich aktivni bilkovinové latky, pfi
kterém se uvAadi substrat, pfi jehoZ defino-
vani se neuvdd{ aminoacylasa, do styku s
roztokem alespoil jedné aktivni bilkovinové
latky v pFitomnosti miistkového &lenu, pfFi-
¢em? alespoil jedna bilkovinova ldtka je
schopna reagovat s mistkovym &lenem, za
vytvafeni kovalentn& vazanych muistkd me-
zi molekulami aktivni bilkovinové latky ne-
bo aktivnich bilkovinovych latek za vytvo-
feni nebo bez vytvoFeni takovych mustkd
mezi substrdtem a aktivni bilkovinovou l4t-
kou nebo aktivnimi bilkovinovymi latkami,
nateZ se substrdt spolu s alespoil jednou
aktivni bilkovinovou latkou izoluje.

Jakkoliv se podle britského patentového
spisu &. 1257 263 pripomind pouZiti karbo-
diimidd jako miistkovych latek, mistkovd
latka se vZdy nechdva reagovat s enzymem
bez piedchoziho vézani na substrat, jak je
zFejmé napiiklad ze strany 7, Fddek 10 aZ
21 (v bodu 1 definice p¥edmé&tu vynélezu)
britského patentového spisu &. 1257 263.

V d&asopise Journal of Applied Bioche-
mistry 1980, 2 (1), str. 72 aZ 80 se popisuje
imobilizovdni aminoacylasy nosifovym pro-
stfedim typu aktivovaného polyakrylamidu,
pfitemZ nosi¢ obsahuje karboxylové funké-
ni skupiny. Neni v8ak uvedena ani zminka
o zpracovdni nosife parcidlni hydrolyzou
amidovych skupin polyakrylamidu ani o ak-
tivaci nosi¢e karbodimidy. Z tohoto hlediska
se uvadi, Ze polyakrylamidové derivaty ob-
sahujici karboxylové skupiny se mohou
rovn&Z pFipravit kopolymeraci{ akrylamid/-
/N,N‘-methylen-bis-{akrylamid)u a akrylové
kyseliny. Je tedy zndmo n#&kolik zplsobl
aktivace odliSnych od aktivace karbodiimi-
dd, nap¥iklad ve formé& azidfi kyseliny pfes
hydrazidy kyseliny.

Ukolem vynédlezu je za vylou€eni nedo-
statkli zndmého stavu techniky wvyvinout
zplisob imobilizovdni aminoacylasového en-
zymu za vzniku imobilizovaného enzymové-
ho prostfedku majiciho mnohem vy33i spe-
cifickou udinnost neZ zndmé piFipravky.

Nyni se s pfekvapenim zjistilo, Ze prepa-
rdat s imobilizovanym enzymem o specifické
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aktivita zndmych prostfedkf, lze ziskat tim
zplisobem, Ze se aminoacylasa imobilizuje
na nosi¢i pripraveném c&édstetnou hydroly-
zou Akrylexu typu P, kopolymeru akrylami-
du a N,N'-methylenbis(akrylamidem ).

Akrylex typu P, kuliCkovy kopolymer
akrylamidu s N,N‘-methylen-bis{akrylami-
dem) (Akrilex P-30, P-100 a P-200) je vyrob-
kem madarské spoletnosti Reanal Finomve-
gyszergyar. Hydrolyzuje-li se tento kopoly-
mer kyselinou (jako kyselinou chlorovedi-
kovou nebo jinou silnou kyselinou) nebo
alkalii (jako hydroxidem sodnym, uhli€ita-
nem sodnym nebo jinou silnou bézi), pre-
vede se asi 50 % amidickych skupin
(—CONH2) na karboxylové skupiny, zatim
co zbyvajici amidické skupiny se nehydro-
lyzuji ani za ostrych reakfnich podminek.

V dfisledku toho jsou ve zhydrolyzovaném
kopolymeru umistény mezi vzniklymi karbo-
xylovymi skupinami nezhydrolyzované ami-
dické skupiny, které fixuji karboxylové sku-
piny ve vhodnych prostorovych polohach.
KdyZ se o sob& zndmou karbodiimidovou ak-
tivaéni metodou navadZe aminoacylasa na
karboxylové skupiny, funkce jednotlivych
imobilizovanych molekul enzymu navzijem
neinterferuji vzhledem k pFiznivym steric-
kym polohdm karboxylovych skupin; proto
takto pfipraveny prepardat obsahujici imo-
bilizovany enzym vykazuje velmi vysokou
specifickou aktivitu.

Vynélez se tedy tykd zpflisobu imobilizace
enzymu aktivovanim parcidlng zhydrolyzo-
vaného kopolymeru, pFipraveného podrobo-
vanim akrylamid/N,N‘-methylen-bis-(akryl-
amid)ového kopolymeru, popiipad& alkalic-
ké hydrolyze a néaslednym nanesenim ami-
noacylasy, ktery je charakterizovdn tim, Ze
se ¢astedné zhydrolyzovany akrylamid/N,N‘-
-methylen-bis(akrylamid)ovy kopolymer,
pripraveny kyselou nebo alkalickou hydro-
lyzou, uvede do reakce o sob& zndmym zpti-
sobem s karbodiimidem rozpustnym ve vodé
nebo rozpustnym v organickém rozpousté-
dle pfi teploté pod 0 °C, ziskany aktivovany
nosi¢ se smichd s roztokem aminoacylasy o
hodnoté pH 6,5 aZ 8,5 a vznikly produkt se
promyje a pak se popfipad8 vysuSi.

Pri zpfisobu podle vyndlezu se tedy po-
uZivd parcidlné zhydrolyzovaného akryl-
amid/N,N‘-methylen-bis(akrylamid}ového
kopolymeru typu Akrylex P, jakoZto nosice,
zatimco podle francouzské vyti§t€né pii-
hlasky vynalezu €. 2198954 se takového
nosi¢e nemilZe pouZit, nybrZ se miZe po-
uZivat toliko polyethyleniminli nebo poly-
amind; hlavnim rozdilem mezi zplsobem
podle vyndlezu a zplsobem podle vytiSténé
francouzské piihlasky vyndlezu €. 2 198 954
je v8ak skutefnost, Ze podle vyndlezu se
karboxylové skupiny akrylamid({akrylovéa
kyselina )N,N‘-methylen-bis- (akrylamid Jové-
ho kopolymeru, vytvofené parcidlni hydro-
1yzou akrylamid/N,N‘-methylen-bis- (akryl-
amid)ového kopolymeru, jakoZto nosife ak-
fivuji karbodiimidovou sloufeninou a takto

pfipraveny derivéat typu O-acylisomocoviny
se nechdva reagovat s primérnimi amino-
skupinami enzymu, zatimco p¥i zpfisobu po-
dle vytisténé francouzské piihlasky vyndlezu
¢. 2198 954 miSenim polymert obsahujicich
iminoskupiny nebo aminoskupiny, karbodi-
imidové sloufeniny a enzymu za odpovidaji-
cich podminek karboxylové skupiny aspar-
gylovych a/nebo glutamylovych postrannich
Fetézcl enzymu poskytuji s karbodiimidovou
slou€eninou derivdt typu O-acylisomocoviny,
ktery reaguje s iminoskupinami nebo s ami-
noskupinami nosice, pfi¢emZ nevyhodou to-
hoto zplisobu je nemoZnost vylouceni tvofe-
ni vazeb mezi molekulami aktivovaného en-
zymu nebo mezi molekulami enzymu, coZ
ziorSuje stupeil t€innosti imobilizaéni re-
akce, zatimco reakce p¥i zplisobu pedle vy-
nélezu je prisné kontrolovana.

Zpthisob podle vynalezu se znafné liSi také
od zpilisobu podle amerického patentového
spisu €. 3794 563, jelikoZ se podle americ-
kého patentového spisu neprovddi Zadné
sesitovdni karbodiimidovych sloufenin a
kromé& toho se jako enzym neuvadi amino-
acylasa.

Zplisob podle vyndlezu se také znacéné 1isi
od zpfischu podle amerického patentového
spisu €. 3933589, jelikoZ nosife pouZivané
podle vyndlezu jsou zcela odliSné od nosiclt
pouZivanych podle amerického patentového
spisu &. 3933589, coZ také plati pro karbo-
diimidoveu sloueninu pouZivanou pri zpt-
sobu podle vyndlezu na rozdil od reakéniho
roztoku alkandihalogenidu a alkandiaminu,
pouZivaného pii zplisobu podle amerického
patentového spisu, ktery se nijak netyka
karbodiimidové slouleniny jako zplisob po-
die vynélezu.

Mezi zplisobem podle vynalezu a mezi zpl-
sobem imobilizace podle britského patento-
vého spisu ¢. 1289549 je zdsadni rozdil v
tom, Ze se podle britského patentového spi-
su pouZivd uhlifitanu celulézy nebo jeho
diazotovaného diaminobenzenového derivdtu
zatimco podle vynélezu parcidlné zhydroly-
zovaného akrylamid/N;N‘-methylen-bis-(a-
krylamid }ového kopolymeru.

Pri¢emZ nevyhody produktd podle britské-
ho patentového spisu ¢. 1289549 byly jiz
pripomenuty, zvlasté nizky vyt&Zek fixova-
nych bilkovin, nezajidténi v4zéani bilkovin a
jejich odbourdvédni p¥i vAzédni, zatimco Kk
témto nedostatkiim pii zplsobu podle vyné-
lezu nedochdzi. P¥i zplisobu imobilizovani
podle vyndlezu se dosahuje vy$Sich vytéZkl
{76 %) imobilizovaného enzymu aminoacy-
lasy a vznikla kovalentni vazba je pevna
(miZe se §tépit pouze varem v silné alkalic-
kém nebo v silné kyselém prostfedi).

Na rozdil od zplsobu podle britského pa-
tentového spisu &. 1257 263, pfi kterém se
mistkové &inidlo nechdvd vZdy reagovat s
enzymem bez jeho predchoziho vazani na
substrat, p¥i zpGsobu podle vynalezu se kar-
bodiimidovd sloufenina nejdFfive vdZe na
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akrylamid/N,N‘-methylen-bis-(akrylamid }-
ovy kopolymer a jedin& takto ziskany mate-
ridl se zpracovavd roztokem aminoacylasy.

Z britského patentového spisu &. 1 257 263
tedy neni zndma ani nejvét§i fast skuted-
nosti o zpfsobu imobilizace podle vynédlezu
uvddé&nych v piedvyznakové &asti definice
pfedmétu vynédlezu ani skute€nosti uvddéné
ve v§znakové &asti. Zplisob podle vynélezu
ve srovndni se zplsobem podle britského
patentového spisu €. 1 257 263 zahrnuje takeé
rozdily jiZ uvedené pfi srovnéavéani s jinymi
zplsoby imohilizovéani.

Parciglng zhydrolyzovany akrylamid/N,N‘-
-methylen-bis-{akrylamid)ovy kopolymer,
pouZivany pri zplisobu imobilizovdni podle
vynédlezu, md mnohem vyhodné&jsi vlastnosti
neZ jiné nosite, jako nosite ziskané kopo-
lymeraci akrylamid/N,N‘-methylen-bis- (ak-
rylamid)u a akrylové kyseliny. Kromé& toho
je aktivita aminoacylasy, imobilizované zpi-
sobem podle vynédlezu, o dva Faddy vySSi neZ
aminoacylasy aktivované napfiklad ve for-
mé& azidu kyseliny p¥es hydrazid kyseliny.

Jakkoliv podle dosud zndmych zpfsobt
aktivace se dosdhlo horSich vysledkil, je
zpiisob imobilizovdni aminoacylasy podle
vynélezu vazdnim aminoacylasy na O-acyl-
isomo&ovinovy meziprodukt, vytvoi‘eny akti-
vaci karboxylovych skupin nosiée pfiprave-
ného parcidlni hydrolyzou polyakrylamid-
akrylamid/N,N‘-methylen-bis-(akrylamid)-
ového kopolymeru karbodiimidovou sloude-
ninou zaloZeny na vynélezecké aktivitd i se
zietelem na poznatky podle ]. Appl. Bio-
chem., 1980, 2(1), str. 72 aZ 80.

Jako enzymu se pii zplsobu podle vyné-
lezu miZe pouZivat aminoacylasy jakéhoko-
liv plivodu a izolované jakoukoliv metodou,
avSak s vyhodou se jako vychozi latky po-
uZivd enzymu izolovaného z ledvin savci
novym zplsobem podle evropské patentové
pFihla8ky ¢. 81900726.1 (&islo publikace
59 182).

Jako karbodiimidové sloudeniny lze k ak-

tivovan{ &astetnd zhydrolyzovaného kopoly-
meru typu Akrilexu P pouZivat napiiklad
metho-p-toluensulfonétu 1-cyklohexyl-3-(2-
-morfolinoethyl)karbodiimidu nebo 1-ethyl-
-3-(3‘-dimethylaminopropyl )karbodiimidu.
S vyhodou se k tomuto G&elu pouZivd ve
vodé rozpustnych karbodiimidd. Z karbedi-
imid& rozpustnych pouze v organickych roz-
poustédlech lze p¥i zplisobu podle vynédlezu
pouZivat pouze takovych slouenin, které
jsou dostate€né& rozpustné v danych organic-
kych rozpouSt&dlech i p¥i nizkych teplo-
tach, tedy pfi teplotdch pod 0 °C.

Aminoacylasa se aplikuje na aktivovany
nosi¢ z roztoku o hodnotd pH 6,5 aZ 8,5, s
vihodou z téméF neutrdlniho roztoku (hod-
nota pH pFiblizné 7,0). Vfhodn& se pouZiva
roztoku aminoacylasy v 0,1 moldrnim pufru
fosforecnanu draselného o hodnot& pH 7,0.

Preparat s imobilizovanym enzymem, zis-
kany pFi shora uvedené kopula&ni reakci,
se 0 sob& znamym zplsobem promyje a po-
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pFipad& se vysu8i. Enzymovy preparéit lze
rovinéZ skladovat, ufelnd ve form& vodné
suspenze v pritomnosti vhodného stabilizaé-
niho &inidla, jako je napfiklad azid sodny.

Specifickd aktivita prepardtdi s imobilizo-
vanou aminoacylasou, pfipravenych zpiiso-
bem podle vyndlezu, je 150 aZ 200 jednotek
na 1 mg suchého gelu, coZ ve srovnéani se
specifickou aktivitou 0,55 aZ 2,24 jednotky
na miligram suchého gelu u prepardtd pfi-
pravitelnych zplsobem popsanym v dasopise
Macromolecules 4, 350 (1971) znamend zvy-
Seni velikosti aktivity p¥i nejmen3im o dva
rady.

PFi zkou3kdch novych prepardtl s imobi-
lizovanym enzymem bylo neofekdvand zjis-
téno, Ze po imobilizovani enzymu do%lo ke
zvy8enl jeho stability v alkalické oblasti
hodnot pH. Tato vlastnost je velmi vfhodné
v pFipadé, Ze se prepardtu s imobilizovanym
enzymem pouZivd k enzymatickému Stépeni
DL-aminokyselin. Je zndmo, Ze enzymatické
Stépeni DL-aminokyselin probihd nejrychle-
ji pFi hodnot& pH pfibliZzn& 7,5 a reakéni
rychlost klesd s klesajici hodnotou pH.

Vzhledem k tomu, Ze se hodnota pH re-
aktni smési b&hem postupujiciho St&peni
stdle posunuje do kyselé oblasti, reak&ni
rychlost s €asem kontinuédlné klesd. KdyZ se
ke St&peni DL-aminokyselin pouZije novych
enzymatickych preparatdi podle vyndlezu,
které vykazuji zvySenou stabilitu v alkalické
oblasti hodnot pH, miZe se $t&peni zahdjit
pFi vy38ich hodnotdch pH neZ obvykle a
tim se kompenzuje sniZeni reakéni rychlosti
zplisobené kontinudlnim poklesem hodnoty
pH.
Zphsob podle vyndlezu podrobné& objasiiu-
je néasledujici pfiklad provedeni, ktery vSak
rozsah vynédlezu Zadnym zplisobem neome-
zuje.

Pifiklad

Suspenze 30 g suchého gelu Akrilexu
P-100 v jednom litru 1N vodného roztoku
hydroxidu sodného se zahiivd po dobu 3 ho-
din na 50 °C. Nabobtnaly gel se promyvé
do neutrdlni reakce 12 litry destilované vo-
dy a pak se pokracuje v promyvani 10,5 lit-
ru 0,06 N vodné kyseliny chlorovodikové.
Nakonec se gel promyje jestd 30 litry des-
tilované vody a pak se lyofilizuje. Ziské se
26 g nosného materidlu o vazaci kapacité
6,14 miliekvivalentu/g.

MoZnost a)

K suspenzi 10 g suchého gelu, p¥iprave-
ného shora popsanym zplisobem, v 500 ml
pufru fosforetnanu draselného o hodnoté
pH 7,0 se za stdlého michédni a za chlazeni
ledovou vodou pfidd roztok 20 g metho-p-
-toluensulfondtu 1-cyklohexyl-3-(2-morfoli-
noethyl)karbodiimidu ve 250 ml chladného
(44 °C) roztoku stejného pufru. Po 10 mij-
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nutdch michédn{ se pFidd roztok 5 g amino-
acylasy, pripravené z piediSténych vepfo-
vych ledvin, ve 250 ml chladného (-4 °C)
roztoku pufru a suspenze se michd po dobu
48 hodin p¥i teploté -4 °C.

Gel se oddéli a promyje postupné tfemi
ddvkami po 1 litru 0,1 moldrniho pufru
fosforetnanu draselného o hodnoté pH 7,0,
ti‘emi ddvkami po 1 litru 0,1 molarniho puf-
ru fosforeénanu draselného obsahujiciho
rovnéZz 0,5 molu chloridu sodného (hodnota
pH = 7,0) a tFfemi davkami po 1 litru 0,1
moldrniho pufru fosforenanu draselného.

Pak se gel promyva aZ je prosty soli étyrmi |,

ddvkami po 2,5 litru destilované vody a lyo-
filizuje se. Ziska se 18 g prepardtu s imo-
bilizovanym enzymem aminoacylasou.

Aktivita:
hydrolyza 158 umol N-acetyl-L-methioni-
nu/hodina/mg suché substance.

PouZitd aminoacylasa se pfFipravi timto
zplisobem: 8 kg piedist&nych vepFovych led-
vin se rozmélni a pak zhomogenizuje se 16
litry chladné {44 °C) destilované vody.
Zhomogenizovand smés se michd po dobu
jedné hodiny v ledové ldzni a pak se od-
stfedi. Supernatant se zahfeje na teplotu
70 °C, udrZuje se na této teploté po dobu
10 minut, pak se smés ochladi v lazni s le-
dovou vodou a odstiedi se. K supernatantu
se pridd 2554 g siranu amonného, smé&s se
nechd stat pfes noc a vznikla suspenze se
odstredi.

Oddélend sraZenina se rozpusti v malém
mnoZstvi chladné (-4 °C) destilované vody
a roztok se dialyzuje proti destilované vodé&
aZ je prosty soli. Zdialyzovany roztok se
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zfiltruje a filtrat se lyofilizuje: ziskd se 7,2
gramu aminocacylasy.

Aktivita:
hydrolyza 2735 umol N-acetyl-L-methio-
ninuw/hod. mg bilkoviny.

MoZnost b}

Suspenduje se 10 g suchého gelu, pFipra-
veného shora popsanym zptsobem, v 500 ml
0,1 molarniho pufru fosforetnanu draselné-
ho o hodnoté pH 7,0 a k suspenzi se za sta-
1ého michdni a za chlazeni ledovou vodnou
lazni p¥Fidd roztok 10 g 1-ethyl-3-{3‘-dime-
thylaminopropyl)karbodiimidu ve 250 ml
chladného (-4 °C) roztoku stejného pufru.
Po 10 minutdch michédni se pfida roztok 5 g
aminoacylasy, pfipravené shora popsanym
zplisobem, ve 250 ml chladného (-+4 °C)
roztoku pufru a suspenze se michd po dobu
48 hodin pfi teploté -4 °C. Gel se oddéli a
promyje se postupné tfemi ddvkami po 1
litru 0,1 moldrniho pufru fosfore¢nanu dra-
selného, tfemi ddvkami po 1 litru 0,1 mo-
larniho fosforetnanu draselného obsahuji-
ciho rovndZ 0,3 molu chloridu sodného a
t¥emi ddvkami po 1 litru 0,1 moldrniho puf-
ru fosforeénanu draselného o hodnoté pH
7,0. Pak se gel promyvd aZ do odstranéni
soli ¢tyFmi davkami po 2,5 litru destilo-
vané vody a lyofilizuje se. Ziskd se 16 g
preparatu obsahujiciho imobilizovanou ami-
noacylasu.

Aktivita:
hydrolyza 202 umol N-acetyl-L-methioni-
nu/hodina/mg suché substance.

PREDMET VYNALEZU

Zpfisoh imobilizovdni enzymu aminocacyla-
sy aktivaci parcidaln& zhydrolyzovaného ko-
polymeru, pfipraveného kyselou nebo alka-
lickou hydrolyzou kopolymeru akrylamidu
s N,N‘-methylen-bis(akrylamidem] a nane-
senim aminoacylasy, vyznaceny tim, Ze se
parcialné zhydrolyzovany kopolymer akryl-

amidu s N,N‘-methylen-bis(akrylamidem)
uvede do reakce s karbodiimidem rozpust-
nym ve vodé nebo rozpustnym v organickém
rozpoudt&dle pri teploté pod 0 °C, ziskany
aktivovany nosi se smichéd s roztokem ami-
noacylasy o hodnoté pH 6,5 aZ 8,5 a vznikly
produkt se promyje a popiipadé se vysusi.
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