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Vyndlez se tykd piipravy aktivovandho karboxylového nosite pro immobilizaci enzymd kova-
lentnf vazbou. '

Dosud se pro pfipravu t&chto aktivovanych karboxylovych nositd vychdzi z polysacharido-
v¥ch karﬁéxylovfch polymerd, nap¥. derivatd agardzy, jejichs karboxylové skupiny se pfevddéii
pfes estery a hydrazidy a¥ na aiidy, které jsou teprve aktivni pro kovalentnf vazbu a enzymy.
V nékterych p¥ipadech lze pouZit reakce karboxylovfch skupin polymerd s karbodiimidy rozpuét;
nymi ve vod&., Je zndm i.zpﬁsob pfipravy aktivovaného karboxylového nosiée spofivajici na
syntéze reaktivnich esterd kyseliny akrylové a jejich nésledujict polymeraci. VZechny tyto
dosud znimé zplsoby jsou p¥ilid pracné, zdlouhavé a v neposledni ¥ad& ndkladné. '

Prdce s karbodiimidy je mavic velmi nebezpednd a vyfaduje pFisnd bezpe&nostni opatfeni
pro jejich vysokou toxicitu. Cestou esterifikace monomeru kyseliny akrylové se ziskaji poly-
mery s aktivnimi escafovimi skupinami orientovanymi do nitra polymeru, co¥ nezajistuje poZa-
dovanou reaktivitu nosiZe.

Uvedené nedostatky odstranuje zplisob p¥ipravy aktivovaného karboxylového nosile pro

immobilizaci enzymd podle vynéiezu, jeho% podstata spolivd v tom, %e se na 100 g karboxylového

polymerniho katexu zalofeného na bazi polyakrylétu, polymetakryléth,'polykarboxystyrénu, pii-

padné na bdzi derivétd polysacharidd, suspendovaného v aprotickém organickém rozpoultidle,
plsobi p¥i teplotd 20 a¥ 120 °c 0,02 a% 1,0 mol organického halogenidu vyjéddfeného obecnym
vzorcem I nebo II )
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~CN, ~O—CHZCOOCZHS, —CO—CH3, pti€emZ ostatni mohou byt -H,
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po dobu 2 a¥ 24 hod. v pFitomnosti ekvimolekuldrniho mno¥stvi tercidrniho alkylgminu, alka-
nolaninu, p¥ipadn¥ pyridinu a 0,01 a¥ 1,0 g bromidu alkalické&ho kovu.

Zplisob podle vyndlezu umo!ﬁuje‘jednostupﬁnvou ptipravu aktivovaného karboxylového nosile,
co vede ke zrychlenf a zjednodufeni vyrobniho postupu a zéroven eliminuje nutnost pracovat

s vysoce toxickymi lidtkami. Vyuiitim polymernich katexli dochdzi k podstatnému sni¥eni nédkladd
na aktivaci, Vyrobené aktivované nosife jsou v suchém stavu skladovatelné po neomezen& dlou~

hou dobu.
PEikilad 1

250 g slab¥ kyselého karboxylového katexu na bdzi kopolymeru kyseliny metakrylové a divi-
nylbenzenu - OSTION KM ~ se vnese do 500 ml dimetylformamidu., K suspenzi se p¥idd 0,1 mol
trigtanqlaminu a 0,1 mol etylchloracetdtu. Jako katalyzdtoru se pou¥ije 0,1 g bromidu sodného.
Suspenze se udrfuje 2 hodiny p¥i teplot& 120 %c, Poté se vénikli reaktivni ester polymeta-

kryldtu odfiltruje, promyje dimetylformamidem a vodou a vysudi se.

PE¥Eiklad 2

250 g Ostionu KM se suspenduje v 500 ml acetonu a k suspenzi se pfid4 0,1 mol trietylami-
nu, 0,1-p-nitrcchlorﬁenzenu a 0,1 g bromidu sodného. Suspenze se zahfeje k varu a udriuje se.
pfi teploté& 6 hodin. Ddle se postupuje obdobné&, jak uvedeno v p¥ikladu 1.

P¥iklad 3

250 g polyakrylového katexu - Amberlit CG 50 se suspenduje v 500 ml dimetylsulfoxidu
a2 k suspenzi se pEidd 0,1 mol pyridinu, 0,1 mol 2,4~dinitrochlorbenzenu a 0,1 g bromidu
sodného, Suspenze se zah¥ivd k varu 6 hodin. Ddle se postupuje obdobn¥ jako v p¥ikladu 1.

pPriklad 4

100 g karboxymetylceluldzy se suspenduje v 500 ml dioxanu a k suspenzi se pfidd 0,1 molu
ttietylaminu, 0,1 mol bromacetonitrilu a 0,1 g bromidu draselného. Suspenze se zahfeje k varu

a udrfuje se p¥i této teplotd 4 hodiny. Ddle se postupuje, jak uvedeno v p¥ikladu 1.
P¥iklad 5

Pouziti aktzvovaneho noside,

250 g nosife p¥ipraveného postupem uvedenym v prikladech 1 - 4 se euspenduJe v 800 ml
pufru pH 7,5 s obsahem 40 mg/ml amyloglukosiddzy. Suspenze se mxchi pEi 30 °¢ 12 hodin,
Poté se enzym vézany kovalentni vazbou na nosil odfiltruje a promyje vodou. Aktxvxta vézaného

enzymu Sinidla 60 EU/g a obsah bilkovin byl 30 mg/g.

PXEDMET VYNAZLEZU,

1. Zpdsob p¥ipravy aktivcyaného karboxylového nosie pro immobilizaci enzyml, vyznaleny
tim, %e se na 100 g karboxylového polymerniho katexu zaloZerého na bdzi polyakryldtu, poly-

metakryldtu, polykarboxystyrenu, ptipadné na bézi derivdtd polysacharxdﬁ suspendovaného

v aprotickém organickém rozpouStd&dle pisobi p¥i teplot& 20 aZ 120 °c 0,02 a% 1,0 mol orga-
nického halogenidu vyjddfeného obecnym vzorcem I nebo II
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_kde X je chlor, brom nebo jod . ) .
a algspoﬁ jeden ze substituentd R1, RZ’ R3 je rNOZ, ‘Cboczﬂs, -CN, —O—CHZ-COOCZHS,
~CO-CHy, pFiZem? ostatni mohou byt -H, : ’ :
po dobu 2 a% 24 hod. v pfitomnosti ekvimolekuldrniho mno¥stvi tercidrnilo alkylaminu,
alkanolaminu, p¥ipadn& pyridinu a 0,01 aZ 1,0 g bromidu alkalickéhgo kovu.
2., Zplsob p¥ipravy podle bodu 1, vyznaéeni'tim, Ze karboxylovym polymernim katexem
je kopolymer kyseliny metakrylové a divinylbenzenu. ' )
3. Zplsob pFfipravy podle bodd 1 a 2, vyznaleny tim, ¥e aprotickym organickym rozpousdtddlenm

je aceton, dimetylsulfoxid, dimetylformamid nebo jejich kombinace.
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