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Zptisob imobilizace mikrabidlnich bunék; rostlinnych bunék a enzymd
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Vynélez se tyké zplsobu imobilizace mikrobidlnich bunék,
rostlinnych bun¥k a enzymd na aktivované organické a anorganické
polymery za tvorby 1mob111zovanych bunéénych nebo enzymovych
bickatalyzéatord.

Buné&cné nebo enzymové biokatalyzétory podle vyndlezu jsou vy-
uzitelné pro primyslové biotransformace reep. umo2§uji vypracovat
diskontinudlni nebo kontinudlni biotechnologié vyroby farmaceu~
ticky, potravindrsky &i zem&ddlsky vyznamnych produktd &i mezi-
produkt.

Znémé zplsoby imobilizace bunék a:enzymﬁ lze obecné& charakte-
rizovat jako fyzikdlni nap¥. sorpce a inkluze, fyzikéln& chemické
nap¥. polérni vazba a chemické napi. kovalentnf vazba. Podrobn&ji
Jsou tyto postupy zminény pokud jde o imobilizaci bun&k nap?.

v prehlednych &léncich Vandamme /Chem. Ind., 1070, 1976/, Jack a
Zajic /Adv. Biochem. Eng., 5, 126, 1977/, Durand a Navarro /Proc.
Biochem., 13, 14, 1978/, Vojti%ek a sp. /Biol. listy, 44, 192, |
1979/ a Chibata a Tosa /Ann. Rev. Biophys. Bioeng., 10, 197, 1981/,
pokud jde o imobilizaci enzymd nap¥. v monografiich Immobilized
Enzymes /edit. Q. Zaborsky, CRC Press, A Division of the Chemical
Rubber Co., USA Cleveland, Ohio, 1974/, Insolubilized Enzymes
/edit. M. Salmona, C. Saronia, S. Gerattini, Raven Press, New
York, 1974/ a Industrial Enzymes, Recent Advances /J. C. Johnson,
Noyes Data Corporation, Park Ridge, New Yersey, Chemical Techno-
logy Review No 85, USA, 1977/.

Jako nosidd pro imobilizaci bundk a enzymd je vyu¥ivéna rada
- syntetickych organickych inertnfch &i chemicky aktivnich polymerd
ziskanych cilend vedenou polymeraci napP. na bézi methakrylalde-
hydu, glycidylmethakrylétu, hydroxyalkylmethakryldtu, prirodnich
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organlckych polymer& napr. celulozy a jejich derivatd, chitinu,
polysacharldﬁ anorganickych prirodnich nebo umdlych materiédly,
napt,. drti z cihel, pisku, porézni hliny, jflu, keramickych mate-
ridld, skla, anorganickych gelfl na bézi zirkonia a titanu apod.

7 pady jmenovanych, raznych, vice &i méné chemicky definova-
nyéh materidld, které lze vyuzit jako nerozpustnych nosiéd pro
imobilizaci bundk a emzymd vyplyvéd, %e tyto materidly se budou
1ligit predevsim cenou a dostupnosti a jejich vyuZiti pro imobi-
 lizaci bude limitovéno predevsim teritoridlnimi podminkami, ZV14%-
t3 u syntetickych, chemicky definovanych organlckych a anorganic-
kych polymerd. Tak nap¥. byl popsén zplsob imobilizace bakteridl-
nich bunsk na povrch modifikovanych makroporéznich kopolymerd &s.
provenience, zejména glycidylmethakryldtu s ethyléndimethakrylé-
tem a kopolymert methakrylaldehydu s divinylbenzenem po Jjejich
prevodu na aminoderivdty oSetfenim organickymi aminy a zes{ténim
glutaraldehydem v &s. autorském osvéd&eni &. 200 802, déle zplisob
'imobilizace kvasinek na &éstice organického polymeru &s. prove-
nience na bézi hydroxyalkylmethakrylétu, po predchozf chemické
aktivaci &dstic noside epichlorhydrinem, modifikaci hexamethylen-
diaminem a nasledné kovalentni vazb& bundk glutaraldehydem v &s.
autorském osvdddeni &. 201 786. I kdy? byly ziskény preparéty imo-
bilizovanych bunék s dobrymi biochemickymi a daldimi vlastnostmi,
cena a dostupnost a moZ¥né zptsoby chemické aktivace a modifikace
zmindnych typd organickych polymert nedovoluji redlny predpoklad
primyslového vyuzitl téchto materidld jako nosidt po¥adovanych
biologickych aktivit pro prﬁmyélové biotransformace. Z ekonomicky
pFitalivého hlediska se zdajf byt nejvice vyuZitelné organické
a anorganické umélé nebo prirouul materidly typu rdznych sorbentd,
jejichz cena a dostupnost vyznamné neovlivnuje jejich prémyslové
vyuZiti. '

v Geskoslovensku byly vgvinuty, a nékteré z nich jsou primys-
lové vyrabény, rizné syntetické organické a anorganické polymerni
sorbenty. Jedné se o polymerni mikroporézni organicky sorbent na
bézi polyethylentereftaldtu /SORSILEN/, jehoZ zpisob vyroby Jje
uveden v &s. autorském osvdddeni &. 171 917 a polymerni mikropo-
rézni organické sorbenty na bézi poly/-2,6-dimethyl/fenyloxidu
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/SORFIX/, na "é:i poly-6-kaprolaktamu /APA a SILONA 1i3fcf se |
stupném polymerace/, na bézi kopolymeru poly-6-kaprolaktamu s po~-
lyethylenoxidem /AMIDAP/ a na bézi blokového kopolymeru vinyl-
chloridu s vinylacetétem, jejichZ zpisoby vyroby jsou uvedeny
v &s. autorském osvé&d&eni &. 202 215. Z dal3fch organickych sor-
bentd &s. provenience lze uvést polykondenzéty meleminu a formal-
dehydu /MP/ a modoviny a formaldehydu /MOF/, jejich¥ zpisob vyro-

by je predmétem &s. autorského osvédleni &. 203 386. Koneén& je

v leskoslovensku primyslovd vyrdbén enorganicky mikroporézni
sorbent na bézi polymernfho oxidu kitemigitého pod komerénim ozna~
Cenim SILOXID. VSechny uvedené typy polymernich organickych a
anorganickych sorbentd lze principiélnéipfipravit v poZadované
kvalit&, zejména o poZadované distribuci velikosti &éstic, spe-
cifickém povrchu, porosité&, bobtnavosti apbd.; co¥ umofnuje vyu=
Zit{ téchto materidlt jak pro imobilizaci celych bundk tak enzymd.

Limitujicim faktorem universdlniho vyu?it{ téchto polymernich
sorbentd &s. provenience, jéko nosidd pro imobilizaci biologicky
aktivnich materiélﬁ,'je v8ak universdlni zplsob imobilizace ce-
1¥ch enzymovd aktivnich bundk a enzymd, s cilem dosaZ%eni vysoké
specifické aktivity ziskanych imohilizovanych katalyzdtord a vy-
sokého vytéZku imobilizace p¥i zachovéni vysoké stability biolo-
gickych resp. enzymovych funkci, bez ohledu na chemické slofeni
técpto polymernich'sorbentﬁ na jedné strané, organicky a anorga-
nicky sorbent, zékladni chemické sioéeni‘monomeru, typ chemickych
vazeb a stupen polymerace, a druhu a kvality vychoziho biologicky
resp. enzymové aktivniho materidlu, ktery je imobilizovén, mikro-
bidlni bunky, rostlinné bunky, enzymy mikrobidlnfho, ¥ivo&isného
¢i rostlinného pivodu, na strané druhé.

V Geskoslovenské patentové literatuPe byly ji% popsény uréi-
té zplsoby imobilizace predev3im enzymd na nékteré z uvedenych
typl polymernich mikroporéznich sorbentt &s. provehienceo Jednd
se predevdim o &s. autorské osvdddeni &. 214 096, kde je popséno
vyuZiti mikroporéznich &éstic polymerd na bézi polyethylenterefta--
14tu /SORSILEN/, polydimethylfenyloxidu /SORFIX/ a polykaprolak-
tamu /APA/ pro vjrobu‘imdbilizbvanYch’enzymﬁ Jejich SOrpci-a né-
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sledné kovalentni vazby pomoci sorbovanych sitovacich éinidel,
zejméﬁa glutaraldehydu, - tol vendiisokyandtu, divinylsulfonu
apod., nebo SOrpci'roztokﬁ enzymd na &éstice téchto organickych
polymernich sorbentl a ndsledujicfho kovalentniho zesiténi sorbo-
vanych enzymd témito polyfunkénimi sifovacimi &inidly. Citované
autorské osvédleni zahrnuje pouze vyuZziti uvedenych t¥L typd mi-
kroporéznich organickych polymernich sorbentd a je omezeno pouze
na zplsob vyroby imobilizovanych enzym& popsanym zptsobem. V &s.
autorském osvéddeni &. 209 743 je popsén opd&t pouze zplisob imobi-
lizace enzymi s omezenim na mikroporézni organické polymerni sor-
benty ¢s. provenience na bézi poly-6-kaprolaktamu, TiSicich se
riznym stupndm polymerace a polykondenz&tl melaminu s formaldehy-
dem a modoviny s formaldehydem, tedy vyhradn& organickych polymer-
nich sorbent®, obsahujicich v molekule polymeru primérni nebo se-
kundérni aminoskupiny, piidem# vliastni imobilizace enzymi spolivé
v predchozi chemické reakei #&stic téchto syntetickych aminopoly-
merd s volnym glutaraldehydem, za soulasné chemické aktivace tdch-
to polymernich &dstic, vymyt{ nadbytku glutaraldehydu a ndsledu-
jici kovalentni vazby enzymd prostrednictvim chemicky aktivnich
aldehydovych skupin, za tvorby Schiffovych bazi mezi enzymovou
bilkovinou a &ésticemi uvedenych, popsanym zptGsobem aktivovanych,
sorbentd.. Konednd v ¥s. autorském osvéddeni &. 217 857 je popsén
zpisob pripravy imobilizovanych bunék kvasinek s omezenim na vyu-
3it{ jediného typu organického polymerniho sorbentu &s. provenien~
ce na bézi polydimethylfenyloxidu /SORFIX/, spolivajic{ v oSetFfe-
ni tohoto sorbentu glutaraldehydem, nésledného vymyti glutaralde-
hydu a zakotveni bundk kvasinek kombinaci sorpce a kovalentni
vazby. Citované autorské osvéddeni je tedy omezeno pouze na jedi-
ny typ vyu®iti daného organického polymerniho sorbehtu, na jedi-
ny typ mikrobidlni bunky - kvasinku a jediny zplsob imobilizace
pomoci sorbovaného glutaraldehydu. Stejnym zplsobem imobilizované
rostlinné bunky, na stejny typ mikroporézntho organického poly-
mernfho sorbentu, byly popsény v odborné litaratuie /Biotechnol.
Lett., %, No. 8 447, 1981/.

Zjistili jsme v nedévnéAdobé, Ze lze vyhodn& imobilizovat
rézné mikrobidlni a rostlinné bunky, jejich podbunedné &4stice a
bunééné fragmenty a rizné enzymy mikrobidlniho, rostlinného ¢&i
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¥ivo&isného pivodu, pomoci reaktivnich, ve wod& rozpusinych po-
lymerd, obsahujicich nejménd dvé primérnf a/nebo sekundérni ami-
noskupiny v molekule, zejména na bézi polyethyleniminu, polylysi-
nu a hexamethylendiaminu a bifunkénich sffovacich &inidel, zejmé-
na glutaraldehydu. Tyto, do zna&né miry univerzdlnf a z ekonomic-
kého hlediska prijatelné zplisoby imobilizace bunék a enzyml, v3ak
v ndkterych p¥ipadech poskytuji mdkké prepardty imobilizevanych
biokatalyz&tort houbovitého charakteru, s hordfmi hydrodynamicky-
mi vliastnostmi a zv143t® za pouZiti bundk vysdich organismi jako
vychozfho imobilizovaného bioclogického materidlu, zejména bundk
vy&#ich hub a rostlinnych bunék, nebo enzymd atakujicich vysoko-
molekulérni substréty /protedzy - bilkoviny, amyloglukosidéza -
- Ekrob apod./, poskytuji prepardty s ni%¥{ biologickou,resp. en-
Zymovou. aktivitou a s krat¥{mi opera¥nfmi polodasy p¥i jejich
vsédkovém opakovaném nebo kengkhudlnim vyuzitf pofadovanym sm&rem
biotransformace. ' |

OvéFili jsme proto experimentélnd moZnost vyu¥itf téchto re-
aktivniéh_rozpustnich polymerd k aktivaci vﬁech.mikroporéznich po-
lymernich organickych a anorganickych sorbentd &s. provenience. a
vypracovali zpiseby imobilizace biologicky resp. enzymové aktiv-
nich mikrobidlnich a rostlinnych bundk a enzymd mikrobidlnfho,
rostlinného a Zivo&isného puvodu, s cilem zIskénf imobilizovanych
biokatalyzétord se zdokonalenymi hydrodynamickymi a dal3imi vyhod-
nymi vlastnostmi, umofnujfcfmi jejich primyslové vyu%itf poZado-
vanym smérem biotransformace ve farmaceutickém a potravindiském
primyslu a v zeméddlstvi.

Zpisob imobilizace mikrobiélnich a rostlinnych bunék a enzy-
mi podle vyndlezu spo¥ivéd v tom, Ze éstice ve vod& nerozpustnych
organickych polymerd, zejména na bdzi polyethylentereftalétu,
poly-2,6-dimethy1fenyloxidu, poly-6-kaprolaktamu, blokového kopeo-
lymeru poly-6-kaprolaktamu s polyethylenoxidem, kopolymeru vinyl-

~ chloridu a vinylacetédtem, polykondensétil melaminu s formaldehydem

a modoviny s formaldehydem a anorganickych polymery, zejména na
bazi polymerniho oxidu k¥emiditého se zaktivuji{ s chemicky re-
aktivnimi ve vod& rozpustnymi polymery, které se pripravi reakei
ve vod& rozpustnych ldtek obsahujfcfch nejménd 2 primérni a/nebo
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sekundérni aminoskupiny, zejména vé&tveného polyethylenlminu 0 RO~
" lekulové hmotnosti 50 000 a¥ 1 000 000, popifpadd polylysimu

. 0 molekulové hmotnosti 1 000 a¥ 50 0QQ, lysinu nebo hexamethylen-
dmamlnu a bifunkénfch aldehydd dikarboxylovych kyselim jake je
giutaraldehyd, natef se k aktivovanym éésticim,nerOZpustnych po-
1ymernich materidld prid4 vodné nebo pufrované vodné suspenze ce~
iych mikrobidlnfch nebo rostllnnycn enzymové aktivnich bunék a/ne-
bo vodny nebo pufrovanych vodny roztok enzymu a vznikly imobili-
zovany biokatalysdtor se separuje a promyje. K imobilizaci bunék
a enzyml se pou¥ije ve vodd nerozpustnych &dstic organickych a
anorganickych polymerd o velikosti. 0,001 a% 5 mm, specifickém po-
vrchu od L do 700 m2/g a porosit# éstic od 0,01 do 2,5 em?/g.
Aktivace ve vod& nerozpusinych Séstic polymeru zejména na bazi
polyethylentereftaldtu, poly-2,6-dimethylfenyloxidu, blokového
kopolymeru vinylchloridu s vinylacetétem a polymerniho oxidu kie~
miditého se provédi jejich smisenim s pfedem pripravenymi reaktiv-
nimi rozpustnjmi'polymery, které se pripravi reakci ve vodé roz-
pustnich létek obsahujicich nejméné dvé primérni a/mebo sekundér-
ni aminoskupiny s bifunk®nfmi aldehydy dikarboxylovych kyselim,
nade¥ se po odstrandni prebytku roztoku vystavi kontaktu s bunddé- .
nou suspensi &i roztokem enzymu. ééstlce polymerd na bazi poly~-
-6-kaprolaktamu, blokového kopolymeru poly-6-kaprolaktamu s poly-
ethylenoxidem a polykondenzétd melaminu s formaldehydem a moco-
viny s formaldehydem se uvédi do kontaktu s jednotlivymi reakni-
mi ‘slo¥kami reaktivnich rozpustnych polymeri postupné, pricemZ

v prvé fézi se Sdstice uvedenych polymerd vystavi kontaktu s roz-
tokem polyethyleniminu, polylysimu, lysinu nebo hexamethylendi-
aminu a po sorpci téchto latek a po odstranéni prebyteéného roz-
toku se tyto léstice vystavi d&inku bifunkéniho aldehydu dikar-
boxylovych kyselin, nap¥iklad glutaraldehydu, nadeZ se po vytvo-
¥eni reaktivniho polymeru na povrchu &éstic prebytedny roztok
op&t odstrani a uvedené aktivované polymernt gastice se vystavi
kontaktu s bun&&nou suspenzi, &i roztokem enzymi.

Jako vychoziho biologického materidlu pro imobilizaci se po-

u%¥ije celych neporudenych enzymové& aktivnich bun&k mikroorganismt,
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zejména grampozitivnich a gramnégativnich bakterif, aktinomycet,
acidoresistentnich bakterii, kvasinek a dal¥ich imperfektniéh hub
a enzymov@ aktivnich rostlinnych bundk a surovych technickych ne-
bo do rdzného stupné &istych enzymd mikrobidlniho, rostlinného &i
Zivodéisného plvodu.

V nésledujicich prikladech provedenI,Se Jjako léatky obsahujici
nejméné dvd primérni a/nebo sekundédrni aminoskupiny pouZivé komerc-
nich flokulantd na bazi polyethyleniminu o molekulové hmotnosti
200 000 aZ 300 000 v koncentraci p¥ibliZné 30 hmotnostnich procent
ve flokulantu, nebo polylysin s molekulovou hmotnostf od 25 000
do 50 000 ¢&i oligomery "polylysinb" vzniklé reakci technického
lysinu s glutaraldehydem. | |

Enzymové aktivity imobilizovanych biologickych materidld by-
ly hodnoceny za michéni a temperace definovaného mnoZstvi &dstic
v roztoku substrétu za podminek mé¥eni v oblasti kinetiky nultého
Té4du enzymové reakce a enzymové aktivita resp. specifickéd aktivi-
ta vyjadiovéna jako mnoZstvi vytvorenych umold produktu resp. pro-
duktl/mg nebo g vlhké &i suché hmoty ¢dstic, pokud neni v p¥ikla-
dech uvedeno jinék.

Pro zplsob imobilizace bundk podle vyndlezu lze pouZivat
produkénich bundk obsahujicich rtzné enzymy, pridemZ je vyhodné
pouziti pro imobilizaci bunék mutantnich organismd, ziskanych
Slechténim, selekci a nahromadovacimi metodami a genetickou mani-
pulaci, nebot ziskané imobilizované preparéty pak maji vysokou
specifickou aktivitu.

Imobilizované mikrobidlni a rostlinné bunky mohou nést rizné
enzymové aktivity, zejména hydrolézy, lydzy, izowmerédzy, dekarbo-
xyldzy, oxidoreduktdzy a jiné aktivity a/nebo &asti &i celé sek-
vence enzymi logického sledu biochemické dréhy, zejména degrada-
tivniho metebolismu, glykolyzy, enzymd katalyzujicich biotransfor-
mace hormond, produkci solanovych alkaloidd, fytosterolu, -cy-
tosterelu, kampesterolu, stigmasterolu a daldfch l&tek.
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V dal$im je vyndélez bliZe objasnén v prikladech provedeni,
aniz by se jimi omezoval. '

Priklad 1

Bylo pripraveno 100 wl 2 % /hmota/objem/ vodného roztoku po-
lyethyleniminu /Sedipuru CL=-930/ a roztok byl vakuové sfiltrovén
pPes porceldnovou fritu S, tak, aby byl'odgtranén nepatrny neroz-
pustny podil obsaZeny v tomto komerénim flokulantu. Ke 100 ml do-
‘konale rozpusténého imého roztoku Sedipuru byl pridédn 25 % /objem
/obJem/ vodny roztok glutaraldehydu tak, aby jeho vysledné koncen-
‘trace v uvedeném objemu ¢inila 1 % /obJem/obJem/ Reakéni smés,
jejiz pH &inilo 6,8, byla prelita do 500 ml sklendpé varné banky
jeji¥ hrdlo bylo pfekryto hlinikovou £31i1 a banka umistsna na
rotadni tiepaci stroj o podtu otédek 250/min a sm&s nepretriité
michdna po dobu 24 hod. pfi teploté& 30°C, Timto postupem byl pri-
praven roztok reaktivnfho pqumeru.

10 g suché hmoty mikroporézniho nosife SORFIX poly-/2,6-di-
methyl/fenyloxidu o prumdrné distribucil velikosti &éstic 0,2 ai
0,5 mm, porozité &éstic 0,459 cm3/g a specifickém povrchu 400 m2/g,
bylo suspendovéno v 100 ml smé&si etanol:voda /objemovy pomdr, 1:3/
a ponechéno bobtnat v této sm&si pfes noc. Nésledujici den byla
suspenze &¢éstic noside vakugvé zfiltrovéna a materidl dikladneé
promyt jednim litrem vody a odsét.

10 g vlhké hmoty noside bylo suspendovéno ve 100 ml roztoku
reaktivniho vodorozpustného polymeru /déle jen RRP/ a po homoge-
nizaci &&stic byla sm&s 1 hodinu nep¥etrzité michdna na recipro-
kém shakeru a poté ponechéna'Z hodiny stét pri teploté mistnosti,
nate? byla vakuové sfiltrovéna a dobfe odsédty aktivovany nosil
byl rozdélen na 5 stejnych hmotnostnich d{1G & 2 g vlhké hmoty
do 5ti 50 ml sklendnych kédinek. Déle bylo pripraveno 5 vodnych
suspenzi celych nativnich bunék kva51nky Saccharomyces cerevisiae
obsahujicich 100, 200, 250, 300 a 400 mg vlhké, dobre odstreddné
bun&éné hmoty/ml. Potom 4 ml homogennich vodnych suspenzi bunék
o jejich r8zné koncentraci bylo pridéno vidy ke 2 g vlhké hmoly
aktivovaného nosiée, suspenze promichéna, kédinky prekryty £olif
a umistény na reciproky shaker a po dobu 7 hodin neptetrZzZité miché-

ny. Po uvedené dob& byly vzorky postupné nékolikrit dekantovény
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vodou tak dlouho, a% nedochézelo k zdkalu horni vrstvy kapaliny
po kvantitativni sedimentaci &éstic. Poté byly vzorky postupné pre-
neseny na Bﬁéhnerovu ndlevku jejiZ dno bylo pirekryto textilnim ma-
teridlem /kalolisové plachetka/ a vakuové dobre odsaly a na nélev-
ce jedtd ddkladn& promyty vodou, po odséti usudeny do konstantni
hmotnosti /10509C/ a vyté¥ek imobilizace bun&k orientadéné sledovén
v zdvislosti na Jjejich koncentraci p¥i stejné hmotnosti stejnym
zpisobem aktivovaného noside, podle prirustku vézaného dusiku.
Vysledky jsou.éhrnuty v ndsledujici tabulce.

Koncentrace bunék - 200 250 o 00
/ug/ul/ . 100 5 30 4

Piirdstek dusiku

Yy 1,25 2,03 2,68 3,02 3,16

Z uvedenych hodnot v tabulce vyplyvé logika volby koncentrace
bundk %00 mg/ml na mno¥stvi stejnym zpusobem asktivovaného noside,
kterd je pou¥ita v ndsledujicich prikladech provedeni, kde jsou
jako vézany materidl pou#ity mikrobiglni bunky. “

Priklad 2 _

Vzhledem ke skutelnosti, Ze doba styku bundk s aktivovanym
nosidem, jak je popséna v pPfikladu 1, byla empiricky zvolena /7
hodin/, byla déle sledovéna lasovd zévislost kontaktu bunék se
stejnym typem a stejnym zplhsobem aktivovaného noside.

100 ml RRP bylo piipraveno zptsobem uvedenym v prikladu 1,
stejné tak jako zplsob oSetreni stejného typu noside pred aktiva-
c¢i vdetné aktivace samotné. K 5ti stejnym mnoZstvim doble odsété-
ho, vlhkého, aktivovaného noside byly pridény vZdy a 4 ml vodné
suspense bun&k obsahujici 300 mg vlhké hmoty nativnich kvasinek
Saccharomyces cerevisiae a imobilizace byla provédéna michénim
zpisobem jak je uvedeno v prikladu 1. V rlznych dasovych interva-
lech byly reakdni smdsi postupnd dekantovény, vakuové sfiltrovény,
promyty a sufeny zptsobem, ktery je rovné% uveden v p¥fkladu 1 a

optimélni doba kontaktu bundk s aktivovanym nosidem kalkulovéna
'z mno¥stvi zachyceneno bidogického dusiku. Vysledky jsou shrnuty
v ndsledujici tabulce. |
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Doba kontaktu 1 > 3 4 24
/n/
Prirtstek dusiku ,
Y, 3,12 3,13 3,73v 3,68 3,55

~ Z hodnot uvedenych v tabulce byla zvolena experimentélné na-
lezend doba kontaktu bunék s aktivovanym nosilem 3 hodiny, které
je pouZita v nésledujicich pirikladech provedeni, stejnd tak jeko
experimentdlné nalezend koncentrace bunék uvedend v prikladu 1.

Priklad 3

Bylo pripraveno 400 ml RRP postupem uvédeHjm v prikladu 1.
Materidl SORFIX /10 g/ byl pred aktivaci oSetren smési ethanol/
voda rovnd% jak je uvedeno v piikladu 1. DalSi mikroporézni nosi-
ge typu SILOXID /s rdznou distribuci velikosti ¢astic/ a typu
SORSILEN v mno¥stvi a 10 g suché hmoty, byly smodeny pPibliZné
1 litrem vody, ndkolikrét dekantovany a vakuové dobre sfiltrovény.
Dédle bylo pripraveno 100 ml vodné suspense Saccharomyces cerevi-
siae s invertdzovou aktivitou v mnoZstvi 300 mg vlhké hmoty bunék/
‘ml. Aktivita invertdzy v této suspensi ¢inila 13,8 j/mg suché
hmoty bunék.

V¥dy 10 g vlhké hmoty dobre odsatych mikroporéznich nosicl
zmihénych komerdénich nézvi bylo suspendovéno v & 100 ml RRP a
suspenze ¢dstic t&chto materidld aktivovédna zplisobem popsanym
nosicu byly tyto oddélené suspendovény vzdy ve 20 ml vodné sus-
penze bunék a po homogenizaci a suspendaci byla imobilizace bundk
provadéna 1 hodinovym michénim a nésledujicim 2 hodinovym sténim
pri teploté mistnosti. Poté byly suspenze oddé&len& nékolikrat v
‘dekantovény vodou tak dlouho, a% nedochdzelo k zékalu horni vrstvy
kapaliny po kvantitativni sediuentaci ¢éstic. Poté byly postupné
materidly separovény filtraci pfes textilni materidl na filtru
jestd ddikladnd promyty vodou a dobie odsdté vlhké materidly zvé-
Zeny a déle analyzovény. Vysledky jsou shrnuty v ndsledujici
tabulce. '



-12 -

234 059

Typ noside

Poly-/2,6-di-
methyl/fenyl-
oxid /SORFIX/

Polymerni oxid

- kFemility

I /SILOXID/IT

Polyethylen-
tereftaldt

__/SORSILEN/_

Prim. distribuce

velikosti &&stic 0,2 a% 0,5 0,2 a% 0,5 0,02 a% 0,05
/mm/ I 0,01 az Q80
Porosita &dstic . 0,048 '
/cmﬁ/g/ 0,459 neznéma 0,800
Speeificky povrch 62.0
400,0 ’ 66,0
/2 /g/ ’ 100,0 ’
/+/ Spec., aktivita ‘
u imobil.kvasineik 363,0 110,0 145,0
na nosiéich /j/g 263,0 '
suché hmoty
Prirtstek dusiku 0,4
oy, 0,09 0’13 0,26

/+/ Aktivita invertdzy se sachardzou jako substrétem byla stano-
vena podle J.B. Lloyda a W.J. Whelana /Analyt. Biochem., 30,
No 3, 467, 1969/.

Priklad 4

Byla provedena imobilizace celych bakteridlnich bundk Esche-~
richia coli s benzylpenicilinamidohydroldzovou aktivitou na pev-
né Céstice mikroporéznich nosidéd typu SORFIX, SILOXID a SORSILEN
aktivovanych pomoci RRP. Priprava RRP, smadeni nosidd a Jjejich
aktivace, koncentrace vychoziho bunééného materidlu o specifické
aktivité 14,5 j/mg suché hmoty bun&k, imobiliza&ni technika, de-
kantace, promyvani a filtrace materidld imobilizovanych bungk by-
la provedena jako v prikladu %. Vysledky jsou shrnuty v nésledu-
Jjici tabulce,

Typ nosice Poly-/2,6-di~ Polymerni oxid Polyethylén-
methyl/fenyl- kiemidity tereftalédt
oxid /SORFIX/ /SILOXID/ /SORSILEN/

Prum.distribuce . '

velikosti &dstic 0,2 aZ 0,5 0,2-0,5 0,01-0,8 0,02-0,03

/nn/

Porooita GAsti

Jendgr o 0,459 0,048  neznémé 0,80

Specificky povrch

s yey Y POV 400,0 62,0 100,0 66,0
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\7+/ Spec. aktivita

enzymu u imobil. :

bakterif na nosi- 2760,0 8830,0  7560,0 9530,0
é¢ich /j/g suché :
hmoty/ _ : .
Prirustek dusiku :

2y, 5,10 5,44 4,82 4,49

/+/ Aktivita benzylpenicilinamidohydrolézy s benzylpenicilinem
jako substratem byla méFena podle Balasinghama et al., Biochem.
Biophys. Acta, 276, 250, 1972. '

PFikled 5 |

Na rozdil od postupl uvedenych v predchazejicich prikladech
provedeni byly v tomto pfipadé pro pripravu RRP pouZity 2 typy
poly-L~-lysingd 1li8icich se molekulovouah&otnosti, /a/ polylysin
hydrochlorid o molekulové hmotnosti od 40 000 do 50 000 a /b/
polyl¥sin o molekulové hmotnosti 26 200. Oba typy polylysint byly
pripraveny v Ustavu organické chemie a biochemie CSAV. Reaktivni
polymer byl v pPfipadé /a/ ziskén 24 hod. reakci vodného roztoku
reakini smési v pomérd koncentraci 0,1 % polylysin . HC1 /hmota/
bbjem/ a 0,3 % glutaraldehyd /objem/objem/ v celkovém objemu 20 ml
za nepretrzitého michdni na tPepacim stroji pri teploté& 30°C a
v pripadé /b/ za stejnych reakénich podminek jako /a/ s tim roz-
dilem, ¥e 20 ml vodného roztoku reakdéni smé&si obsahovalo 1 % po-
lylysinu /hmota/objem/ a 0,5 % glutaraldehydu /objem/objem/.
K aktivaci mikroporézniho noside typu SORFIX, jeho%Z fyzikélné-
chemické a fyzikdlni charakteristika je uvedena v prikladu 1, by-
lo poutito & 10 g vlhko hmoty éstic noside, které byly smichény
s 20 ml ka¥dého z popsanym zplsobem piipravenych RRP /a; b/. Akti-
vace noside, zplsob imobilizace vodné suspenze bundk kvasinky
Saccharomyces cerevisiae s invertédzovou aktivitou, v&etné koncen-
trace bundk a dekantace, promyti a filtrace ziskaného materidlu
‘byla provedena zpusobem uvedenym v prikladu 3. U ziskanéno mate=-
ridlu byl :stanoven prirtstek biologického dusiku a specificka
aktivita invertsdzy u imobilizovanych bunék. Vysledky Jjsou shrnu-
ty v nasledujici tabulce,

Tyb nosice Poly~/2,6-dimethyl/fenyloxid /SORFIX/
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Pouéitj typ RRP pro | /a/ /v/
aktivacli ¢adgtic noside o

/+/ Specifickd aktivita

invertézy u imobilizova- : - ‘

nych kvasinek na nosi&i 9 492,53 1 901,3
/j/g suché hmoty/ : _

A Q t rd a
li;ipus ek dusiku 3.%9 1,57

/+/ uvedeno v prikladu 3.

Priklad 6 :
Byla provedena rada spektrofotometrickych m&Feni sledujicich

kinetiku reakce L-lysinu . HC1l s glutaraldehydem za tvorby barew-
nych Schiffovych bdzl. Na zdkladé ziskanych vysledkd byl pou¥it
RRP, pro néslednou aktivaci popsanych mikroporéznich nosidd, kte-
ry byl ziskén 24 hod. reakc! smési reakénich sloZek v aktudlnim
poméru goncentraci 5 % /hmota/objem/ L-lysinu . HC1l a 4 % /objem/
objem/ glutaraldehydu v prost¥edf 60 ml 0,1 M fosfétového pufru

o pH 8,0, za neustdlého michdni na trepacim stroji pii teplot&

- 300¢, | ' .

A‘ Vzdy 10 g vlhké hmoty mikroporéznich nosiéd typu SORFIX,
SILOXID a SORSILEN bylo oddélené smichéno s 20 ml tohoto RRP,
Aktivace nosidd, technika imobilizace, véetnd hmotnostnich'pomér&’
vodné suspenze bunék ku hmotd aktivovanych nosidd, dekantace, pro-
myti a separace byla provedena jako v pPfikladu 3. K imobilizaci
bylo pouZito bunék kvasinek s invertézovou aktivitou, rovnd% jak

- je uvedeno v prikladu 3. Vysledky jsou uvedeny v ndsledujict
tabulceo

Typ nosice Poly~-/2,6-di-  Polymerni oxid Polyethylen-

. methyl/fenyl-  kfemidity tereftalat
_oxid /SORFIX/ /SILOXID/ /SORSILEN/

Prim. distribuce | |

vellkosti castic 0,2 a% 0,5 0,01 a% 0,80 0,02 a% 0,03

/mm/ ,

.Porosita cCastic .y

/cm3/g/ 0,459 neznamav Q,BOO

specificky povrch ‘
ggstic /ﬁﬁ/g/ 400, 0 100,0 66,0

/+/ Spec. aktivita
‘invertdzy u imobil.
kvasinek na nosidéich
/j/g suché hmoty/

2428,9 56,2 1831,8
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Prirtstek dusiku
/%/ 1,47 1,31 1,76

/+/ Uvedeno v prikladu 3.

Priklad 7

Pro imobilizaci celych bun&k bylo, na rozdll od predchozich
prikladd, pouZito pevnych mikroporéznich nosiél, piipravenych na
bazi polyamidﬁ,'které obsahuji primdrni a sekunddrni aminoskupiny.
Bylo pouZito tif{i typd nosiéd komeréniho oznadeni APA, AMIDAP a
SILONA. Chemické sloZeni t&chto polymerd je uvedeno niZe. Zpisob
pripravy RRP a aktivace ddstic téchto nosild bylo, na rozdil od
d¥ive uvedenych prikladl, provedeno v primém kontaktu s &dsticemi
nosiéﬁ.zz_fady zkoumanych zpﬁsobﬁ sktivace téchto typl mikropoe
réznich polyamidovych nosi&d byl zvolen postup, ktery poskytuje
nejvyssf zachycenou specifickou aktivitu imobilizovanych bunék,
spo¥ivajici v tom, ¥e v prvé fézi se na povrch &dstic nosile ad-
sorbuje polyethylenimin a v druhé fézi se Géstice noside oSetii
glutaraldehydem za soudasné chemické aktivace Edstic nosicd podle
nésledujiciho postupu. |

V#dy 10 g uvedenych typh polyamidovych nosild, které byly
promyty vodou a vakuové odséty, bylo suspendovéno ve 40 ml 2 %
/hmota/bbjem/ vakuové sfiltrovaného vodného woztoku Sedipuru
CL-930 a suspenze byla 1 hod. michéna pii teploté& mistnosti. Poté
byly &éstice nosi®d odd&lend vakuové odsaty a suspendovény vidy
ve 40ml 1 % /6bjem/objem/ vodného roztoku glutaraldehydu. Po 1
hod. reakci v prib&hu nep¥etriitého michdni pfi teploté mistnosti
byly déstice aktivovanych nosiét vakuové sfiltrovény a pouzity
pro imobilizaci bunék. Bunecna,suspepze Saccharomyces Cerevisiae,
o koncentraci 300 mg vlhké hmoty bundk/ml destilované vody, byla
v mnoZstvi 10 ml smichéna vZdy s 5 g vlhkého odsétého, aktivova-
ného noside a umisténa na laboratorni shaker a déle bylo pri imo-
b111za01 postupovédno, jak je uvedeno v predch021ch prikladech,
s tim rozdilem, %e byla sledovéna ucinnost imobilizace bundk v z&-
vislosti na dobé jejich kontaktu s &dsticemi aktivovanych nosié
v probséhu nepretrzitého michéni p¥i teploté mistnosti. Stupeﬁ
imobilizace byl zjistovén ve dvou dasovych intervalech, 1 a 3 ho-
diny, po predchozi kvantitativni dekantaci, promyti a odséti zpl-
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soby uvedenymi v predchozich pfipadech'provedeni. Vysledky Jjsou
shrnuty v nésledujici tabulce.

Typ noside Poly-6-kapro- Kopolymer poly- Poly-6-

laktam, poly- 6<kaprolaktamu kaprolak-:
meraéni stu- s polyethylen- tam, poly-
pen 160 /APA/ oxidem /AMIDAP/ meradpi
' : stupen 90
. v /SILONA/
Prﬁm.o (E.j:s't:ff'ibuce veli- 0’25 ) » 0’2 a¥ 0’5 0’5
kosti éastic /mm/ - _
Porosita &dstic /emd/g/ 0,67 _ 0,393 neznémé
' Spec. povrch déstic | '
Tnd/g) | 6,6 1,6 a¥ 2,0 0,5
Doba kontaktu /h/ 1, 3 1 3 1 3
/+/ Spec. aktivita , -
invertdzy imobil. 8353,3 1900,0 105,0 10473,6 438,0 152,0

kvasinek na nosiéich
/Jj/g suché hmoty/

Prirtstek dusiku /%/ 0,27 0,28 0,58 0,52 0,68 1,17
/+/ Uvedeno v prikladu 3. v

Priklad 8 A

Byla pripravena vodna suspenze &erstvych nativnich promytych
bun&k imperfektni v1déknité houby Aspergillus niger o koncentraci
300 mg vlhké hmoty bundk/ml vodné suspenze. Specifickd aktivita
invertdzy u tohoto mikroorganismu &inila 0,3 j/g suché hmoty bungk.
Bunky byly sklizeny po 24 hod. submersni jednorézové kultivace ve
fermentacnim tanku za podminek zabranujicich rdstu bunék v pele~
téch v %ivné pudé se sachardzou jako zdrojem uhliku. Ddle bylo pii-
praveno 50 ml vodného roztoku RRP 24 hod. reakci reakdnich slo¥ek
Sedipur CL-930/glutaraldehyd v pomeru Jjejich koncentraci a zplso-
bem uvedenym v prikladu 1. '

Vidy k 20 g vlhké, dobie odsdté hmoty promytych mikroporéz-
nich nosiéd typu SORFIX a SORSILEN bylo priddno 25 ml RRP a akti-
vace nosiél byla provédéna michénim a sténim zplsobem uvedenym
v prtkladu 1, v&etné popsaného zpusobu separace chemicky aktivo-
vanych &dstic obou typd nosi&d. ' | )

20 g vlhke, odsété hmpty promytého mlkroporezniho nosice
typu SILONA, bylo aktivoyhno v primém sekvendnim kontaktu zplisobem
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grincipiélné'popsanym v p¥ikladu 7, tak, Ze toto mnoZstvi bylo
suspendovédno v 80 ml sfiltrovaného 2 % /hmota/objem/ vodného roz-
toku SEDIPURU CL-930, 10 min. smés byla michéna a poté suspanze
ponechdna 50 min. stét, Cdstice odséty a k dobre odsatym Césticim
bylo pPidédno 80 ml 1 % /objem/objem/ vodného roztoku glutaraldehy-
du a dédle bylo postupovéno v aktivaci michdnim a sténim ve stej-
nych &dasovych intervalech, nadeZ byla provedena separace Cdstic
noside a jejich kvantitativnich odsati.

K & 20 g vlhké hmoty popsanym zpisobem aktivovanych nosidd
typu SORFIX, SORSILEN a SILONA bylo pridéno 40 ml vodné bunélné
suspenze Aspergillﬁs‘niger a imobilizace bun&k probihala 1 hod.
michénim a 2 hod. stdnim. Poté byly ddstice jednotlivych prepardtd
imobilizovanych bunék vakuové sfiltrovény pres textilni materidl,
nékolikrét dekantovény vidy nékolika litry destilované vody, znovu
odséty a ndkolikrét dlkladné promyty vodou. Ddle byly preparaty
hodnoceny na specifickou aktivitu invertdzy a obsah biologického
dusiku. Vysledky jsou shrnuty v ndsledujici tabulce,

Typ nosice Poly~/2,6-di- Polyethylen- Poly-6-kapro-
methyl/fenyl-  tereftalat laktam; poly-
oxid . meralni stu-

pen 90
/SORFIX/ /SORSILEN/ /SILONA/

Prim.distribuce ve- : _ . )

likosti séstic fmm/ 022 @% 1,0 0,5 aZ 1,2 0,5

Porosita castic _

Spec.povrch castic

/02 g/ 400,0 56,0 0,5

/+/ Spec.aktivita

invertdzy u imobil.

vldken A. niger na 1,5 . 10~2 1,2 . 10'3 7,3 . 10-4

nosicéich

/j/g suché hmoty/

- Prirdstek dusiku
/%/ 0,06 0,08 1,32

/+/ Uvedeno v pirikladu 3.

Priklad 9

Z 24 hodinové a 48 hodinové kultury bundk Aspergillus niger

s invertdzovou aktivitou, byly p¥ipraveny homogenni vodné suspen-

ze promytych vldken o koncentraci bunék %00 mg vlhké hmoty/ml
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suspenze. Specifické aktivita invertézy bun&k 24 hod. kultury &i-
nila 0,3 j/g suché hmoty, specifickd aktivita tého% enzymu v bun-
kéach 48 hod. kultury &inila 0,138 j/g suché hmoty bunék.

Déle byl pripraven RRP na bédzi polylysin/glutaraldehyd, prin-
cipidlné zpisobem popsanym v prikladu 5 tak, ¥%e bylo predem piri-
praveno 25 ml 1 % /hmota/objem/ roztoku polylysinu s molekulovou
hmotnostf 26 200, ktery byl rozpudtén v 0,1 M tris pufru pH 8,0
a do tohoto roztoku byl piridén 25 % vodny roztok glutaraldehydu
tak, aby jeho poddtelni koncentrace v reakdni smési &inila 0,5 %
/objem/objem/, prilemZ reakce probihala za nepietrZitého michénit
po dobu 24 hod. p¥i teplot& 30°C,

20 g vlhké hmoty polymerniho noside typu SORFIX bylosmichéno
-8 25 ml zminénym zplisobem pfipraveného RRP a aktivace &dstic no=-
si%e probfhala 1 hod. mfchénfm a 2 hod. sténfm p¥i teplotd mist-
nosti, nade? byly &éstice vakuovd odsdty a produkt byl mzdélen na
2 stejné hmotnostni dfly /3 10 g vlhké hmoty/ a k jedné Z&sti by-
lo ptidéno 20 ml 24 hod. kultury bun&né suspenze, k druhé Idsti
20 ml 48 hod. kultury bun&dné suspenze téhoZ mikroorganismu. Imo-
bilizace bun&k probfhala stejnym zphsobem jako aktivace nosicy,
tje 1 hod. michéni a 2 hod. stédni p¥i teploté mistnosti. Poté byly
oba materidly odd&lené separovény, dekantovény a promyty vodou

. zpUsobem popsanym v predchozich pi*fkladech provedeni. Vysledky
Jjsou shrnuty v nésleduglci tabulce.

Typ nosicde _ Poly~/2,6-dimethyl/fenyloxid

, /SORFIX/
Distribuce velikosti &dstic
/mm/ 0,5 az 1,0
Porosita d&astic -
égm3£g/v 0,459
Specificky povrch /m/g/ 400,0
Stérd kultury bunédénych :
vldken A. niger /h/ ' 24 48
/+/ Vychozi spec. aktivita ,
invertdzy u nativnich vl14- 3 , 1071 1,38 . 10-1

ken A. niger /j/g suché hmoty/
/*/ Spec. aktivita invertédzy

u imobil.vléken A. niger na 1,5 . 10-3 _ - 2,8 . 107 =2
nosidich /j/g suché hmoty/
Prirdstek dusiku /%/ 0,10 0,13

/+/ Uvedeno v prikladu 3.
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Bylo pripraveno 50 ml RRP na bézi polyethylenimin/glutaralde-
hyd 24 hod. reakci obou reakénich sloZek zplisobem a za podminek .
uvedenych v prikladu 1.

5 g vlhké hmoty polymerniho nosie typu SORFIX /Poly-2,6=-
dimethylfenyloxid/ o velikosti &dstic 0,25 a% 0,5 mm, specifickém
povrchu 600 m2/g a porosité 0,5 cmj/g bylo po predchozim smodeni,
nabotnéni, promyti a odsdti zplsobem uvedenym v prikladu 1, smi-
chédno s 50 ml RRP a aktivace nosice probihala 1 hod. michénim a
2 hod. sténim Zpﬁéobem rovneéz uvedenymvv prikladu 1 viéetné sepa-
race &&stic aktivovaného noside.

Suspenze jednobunddné kultury rostlinnych bunék Solanum avi-
culare, ziskand aseptickou kultivaci za konstantni aerace bez fo-
foperiody, byla sfiltrovéna, jednotlivé bunky po oddéleni média
promyty 0,05 M fosfétovym pufrem obsahujicim 0,75 M KC1 o pH 5,7
a pripravena suspenze v tomto pufru obsahuje 150 mg vlhké hmoty
promytych rostlinnych bunék/ml. K 3 g vlhké ods&té hmoty aktivo-
vaného noside bylo pfiddno 12 ml suspenze rostlinnych bundk a dé-
le bylo pfi imobilizaci postupovéno 1 hod. michdnim a 2 hod. stéa-
nim za podmninek a postupem uvedenym v prikladu 2. Poté byl imobi-
lizovany materidl nékolikrét dekantovén zmindnym pufrem, sfiltro-
vén, na filtru odsét a znovu timto pufrem promyte.

Ziskany imobilizovany materi&l byl napln&n do sklenéné kolo~
ny opat¥ené pladtém na temperaci /Pharmacia Fine Chemicals K 26/
40/ a pevnym loZem tohoto biokatalyzétoru bylo smérem shora dold
recirkulaénim zpUsobem erpano 100 ml 8 % /hmota/objem/ sterilni-
ho vodného roztoku sacharozy rychlosti 1,5 ml/min pri teplotd 26°C.
. Ve 24 hod. Casovych intervalech nepretrzité recirkulace byla ana-
lyticky sledovéna extraceluldrni produkce /-cytosterolu, kampe-
sterolu, stigmasterolu a dals8i, chemicky bli%e neidentifikované
sterolové komponenty, pomoci HPLC chromatografie popsané Jirkd a
spol, /Biotechnol. Lett., 3, No. 8, 447, 1981/. Bylo zjisténo, Ze
béhem sedmidenni nepletrZité recirkulace pevnym loZem biokataly-
zdtoru dochdzi k extraceluldrni produkci uvedenych komponent
v rozmez{ koncentraci 10 a¥ 20 ug/24 hod/100 ug vlhké hmoty imo-
bilizovanych rostlinnych bunék nezménénou intenzitoﬁ a v zacho-
vanych biorytmech.
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5 g vlhké promyté hmoty anorganického nosice typu SILOXID
/polymerni oxid kPemidity/ o prumerne velikosti ddstic 0,2 aZ
0,5 mm, specifickém povrchu 62 m*/g a porositd 0 , 048 cmj/g bylo
axtivovédno 50 ml RRP na b&zi polyethylenimin/glutaraldehyd jako
v pfedchézejicim pirikladu. Imobilizace rostlinnych bun&k S. avi-
culare byla provedena rovnéZ jako v p;lkladu 10 véetne separace,
dekantace a promyti uvedenym pufrem.

Extracelulérni biochemickd aktivita stejnych steroidnich
sloudenin byla sledovédna v recirkuladnim reaktoru s pevnym loZem
biokatalyzatoru za podminek a zplsobem uvedenym v prikladu 10.

Koncentrace uvedenych sloufenin se pohybovala v rozmezi 8 a¥
16 ug/24 h/100 ug vlhké hmoty imoblizovanych rostlinnych bundk a
extraceluldrni produkce probihala nezmé&ndnou intenzitou a v za-
chovanych biorytmech po celou dobu 7 dennfho sledovéni.

Priklad 12 |

Vidy 0,5 g suché hmoty polymernich nosi&d typu APA, ALIDAP,
SUArIX, SORSILEN a PVC-PVA 37 /chemické slo¥eni, fyzikéln{ a fyzi-
kd1lng chemické charakteristiky nosi&d jsou uvedeny niZe,/ bylo sus-
pendovéano v 10 ml 96 % ethanolu a ponechéno stdt po dobu 30 min.
za oblasného promichéni. Poté byly noside suspendovény ve vode,
sfiltrovény, na filtru dikladng promyty vodou a vakuové odséty.

~Déle bylo pripraveno 50 ml RRP na bézi polyethylenimin/glu~
taraldehyd principidlné zpuisobem uvedenym v prikladu 1 s témi roz-
dily, Ze pomdr aktuglnich koncentraci reakdénich slo¥ek &inil 4 %
/hmota/objem/ Sedipur CL-930 a 2 % /objem/objem/ glutaraldehyd,
reakéni doba byla 16 hod. a reakdéni teplota byla 280C. Promyté
vlhké céstice jednotlivych nosidd byly odd&lené smichény vidy
s 10 ml popsanym zplsobem ziskaného RRP a akﬁivace materidld pro-
bihala za neustélého michdni pri 25°C po dobu 16 hod. Po uvedend
dobé byly jednotlivé noside dekantovény 3krét 50 ml vody a vakuo-
vé odsaty. Bylo ziskdno 1,2 a% 1,4 g vlhké hmoty jednotlivych
aktivovanych materidld.

Vzdy k 0,5 g vlhké hmoty promytych aktivovanych nosidd bylo
pridéno 20 ml roztoku chymotrypsinu rozpuiténého v 0,05 i fosf4-
tovém pufru o pH 7,0. Roztok obsahoval 10 mg/ml bilkovin o speci-
fické aktivité 4,6 j/nmg. Imobilizace‘této protedzy na aktivova-
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- nych nosic¢ich probihala v prtb&hu nepfétréitéhq michédni po dobu
18 hodin p¥i teploté 28°C, Poté byly jednotlivé materidly oddé-
lené vakuové sfiltrovény, na filtru promyty vZdy 2krét 50 ml Vo~
dy, 2krat 50 ml 1M roztoku NaCl, 2krét 50 ml vody a dob¥e odsaty.
Vysledky jsou shrnuty v nésledujici tabulce.

Typ nosiée Poly-6-ka- Kopolymer Poly-2,6- Polyethy- Kopolymer

prolaktam; poly-6- dimethyl- lentere-  vinylchlo-
polymera¢- kaprolak- fenyloxid ftalét ridu s vi-
ni stupen tamu s po- nylaceté-
160 lyethylen- tem obsa=-
oxidem : hujici 20 %
vinylacetéd-
tovych jed-
notek
Oznaceni /APA/ /AIDAP/  /SORFIX/ /SORSILEN/ /PVC-PVA 37/

.Pl"ﬁm. di- ¢

stribuce 0,2 az 0,5 0,2 az 0,5 0,2 az 0,5 0,5 0,25 az 1,2
velikosti

c¢astic

/mm/

Porosita ] .

gdstic 0,388 0,420 0,459 2,454 neznama
/ew? /g/

Specificky 6,0 7,4 575 -~ 100 7,8
povrch &dstic ‘

/me /g/

/+/ Spece.

aktivita

imobil. chy-

motrypsinu 26,0 27,0 33,0 32,0 23,0

na nosidéich '

/Jj/g vlhké

hmoty/ _ ‘ .

/+/ Proteolyticks aktivita rozpustného a imobilizovaného chymo-
trypsinu s kaseinem jako substrétem byla méfena podle Liethods
of Enzymatic analysis, Bergmayer, H. U., /edit./, str. 1006,

Verlag Chemie, 1974.

Priklad 13

RRP byl pripraven zplisobem uvedenym v prikladu 12. Stejné
mnozstvi a stejné typy nosiéd, jejichZz chemické, fyzikdlni a fy-
zikdlné cheumické charakteristiky jsou uvedeny v prikladu 12, byly
aktivovany rovnés zptisobem uvedenym v prilkladu 12, véetné jejich
separace a promyti. Imobilizace roztoku neutrdlni protedzy z Ba-
cillus sp., v 0,05 M fosfdtovém pufru o pH 7,0 a aktivit& 1,15
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j/mg bilikovin, byla provedena rovnéZ stejnym zplsobem a za podmi-
nek jak je uvedeno v'pfikladu 12, vietn& promyti vodou a roztokem
NaCl a separace 1mob111zovaneho enzymu. Vysledky jsou shrnuty |
v nédsledujici tabulce.

/+/ Oznaleni | _ . :
nosice APA ANIDAP SORFIX SORSILEN PVC-PVA 37
/+/ Spec. aktivi- v

ta 1mob11. neutral-

ni protedzy na no- ; P :

sidich /j/g - 2z - _

vlhké hmoty/ 26,0 18,0 33,0 35,0 31,0
/+/ Uvedeno v prikladu 12.

Prlklad 14

. Nosile typu SORFIX, SORSILEN a PVC-PVA 37, jejich# chemické
'La fyz;kalnl charakteristiky jsou uvedeny v prikladu 12, byly‘aktl-
vovény zpusobem a za podminek uvedenych rovnd% v prikladu 12,
zpisob /a/, a michdnim se 4 % /objem/objem/ vodnym roztokem glu-
taraldehydu 18 hod. p¥i teplotd 28°C, principiélnd zpisobem uve-
denym v &s. autorském osvédleni &. 214 096, zpisob /b/. Promyté
‘&4stice aktivované obdma zplsoby /a; b/ byly v mnoZstvi 0,5 g
v1hké hmoty oddélené suspendovény ve 20 ml 0,05 M fosfdtového
pufru.o pH 7,0 obsahujfciho benzylpenicilinamidohydroldzu o obsa-
hu bilkovin 100 mg/ml a specifické aktivité enzymu 30C j/mg bil~
kovin. Po 20 hod. nepretrZitého michdni pti 25°C byly noside pro-
- myty a odséty Zpusobem uvedenym v pfikladu 12. Vysledky Jjsou

- shrnuty v nasleduglcl tabulce.

' /+/ Oznaéenl

noside , SORFIX SORSELEN ‘PVC-PVA 37
e T e/ 7o/ Jal /o) Jal . Jb/

Spec. aktivita

imobiliz.benzyl-

penicilinamidoe= 0,25 0,24 3,48 1,85 0,22 0,22
“hydrolazy na no-

sidich /j/mzg
~vlhké hmoty/, /++/

/+/ Uvedeno v prikladu 12
/a/ Predmétny zplsob aktivace nosi¢d pomoci RRP
/b/ Kontrolni zpiisob aktivace nosidl vychézejici z &s. A0 214 096
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/++/ Aktivita rozpustné a imobilizované benzylpenicilinamidohydro=-
lézy s benzylpenicilinem jako substrétem byla mérena podle Bala-
singhama a spol. Biochim. Biophys. Acta, 276, 250, 1972.

Priklad 15

Nosite typu SORFIX a SORSILEN, jejichZ chemické a fyzikélni
charakteristiky byly uvedeny v p¥ikladu 12, byly aktivovény RRP
o sloZeni a zpusobem uvedénym rovndZ v prikladu 12, vietné sepa-
race a zpisobu promyti aktivovanych &dstic vodou, roztokem NaCl
a opét vodou.

Vzdy 0,5 g vlhké hmoty aktivovanych promytych mikroporéznich
nosidd bylo oddélen& suspendovéno ve 20 ml roztoku enzymu amylo-
glukosidézy v 0,05 M fosfdtovém pufru o pH 7,2, ziskané sraZenim
siranem amonnym a odsolenim ultrafiltiraci z komerénfho preparatu
ANG 150 L firmy NOVO Terapeutisk /Dénsko/. Roztok obsahoval 9 ug/
ml bilkovin, aktivita rozpustné amyloglukosiddzy ¢inila 12 j/ml.
Imobilizace probfhala za nepietrizitého michéni po dobu 18 hodin
p¥i teploté 12°C. Po uvedené dobé& byly imobilizované materidly
promyty 2krét 50 ml vody, 2krét 50 ml 1 M roztoku NaCl a poté
opét vodou a dobre odsaty. Vysledky jsou uvedeny v nésledujici

tabulce.
Typ noside Poly-/2,6-dimethyl/~ Polyethylentere-
/t/ fenyloxid ftalat

/SORFIX/ /SORSILEN/

/+t/ Spec. aktivita

imobil. amyloglukosi- zq

ddzy na nosilich 31,0 15,0

/3/g v1ihké hmoty/

/+/ Uvedeno v prikladu 12

/++/ Aktivita rozpustné a imobilizované amyloglukosidézy s roz-

pustnym Skrobem jako substrédtem byla méfena podle "GLUCOSE
SIRUPE", NOVO Enzyme in der Starke- Industrie, Novo Ind.,
Copenhagen, 1976.

Prikiad 16

Ofganické mikroporézni nosic¢e typu SORFIX a SOXSILEN a anor-
‘ganicky mikroporéazni nosié¢ typu SILOXID byly aktivovény zplsobenm
uvedenym v prikladu 3, vdetnd sloZeni a zplsobu pripravy RRP,
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zpisob /a/. Tyté% noside byly aktivovény 15 hod. mfchénim se 4 %
/objem/objem/ vodnym roztokem glutaraldehydu pri teplot& 30°C,
principidlng zplisobem uvedenym v &s. autorském osvéddeni &. 214 096,
zpasob /b/. VSechny 3 typy nosilt aktivované obéma popsanymi zpi- |
soby byly separdtné odséty a kaZdy ze 6 materidll rozd€len na dva
stejné hmotnostni dfly /3 1 g/, celkem tedy na 12 stejnych hmot-
nostnich podilt. Sest podild ob&ma zplisoby aktivovanych &&stic
bylo promyto 250 ml destilované vody, 1 M roztokem NalCl a opé&t
vodou a dobPe odsdty a smichédni s 10 ml vodného roztoku kvasniéné
invertdzy o koncentraci bilkovin 11,5 mg/ml a aktivité 86 j/ml a
imobilizace enzymu probihala 1 hod, michénim a 2 hod. sténim pri
teploté mistnosti. Zbyvajicich 6 hmotnostnich podfld dobre odsé-
tych avdak nepromytych, obéma zpisoby aktivovanych &dstic /a; b/
bylo suspendovéno 10 ml roztoku uvedeného enzymu o stejné aktivi-
t& a koncentraci bilkovin, pricem? imobilizace probihala opét
1 hod. michénim a 2 hode. sténim popsanym zplsobem.

Po uvedené dob& bylo v3ech 12 vzorkd imobilizovanych materié-
14 dobre vakuavd odsdto pies textilni materidl a promyto vidy
200 ml vody, 200 ml 1 M roztoku NaCl a opét vodou a materiédly
dob¥re vakuovd odsaty. U ziskanych materidld imobilizovaného en-
zymu byla hodnocena specifickd aktivita imobilizované invertdzy.
VYsledky jsou shrnuty v ndsledujici tabulce.

Typ noside  Poly-/2,6-dimethyl/- Polyethylen- Polymerni oxid

fenyloxid tereftalsat k¥emidity

/SORFIX/ /SORSILEN/ /SYLOXID/
Prim.distr. .
velikosti 0,5 a% 1,0 0,5 az 1,2 0,2 a% 0,5
¢éstic /mm/ :
Porositg Cés-

Q

tie /cm3/g/ 0,459 2,14 0,048
Spec. povrch _
R etic /mﬁ/g/ 400,0 . 56,0 62,0
ZplUsob akti-
vace nosida /a/ /b/ /a/ /b/ /a/ /v/
Promyt{ Cés- '
tic po akti- + - + -+ - + - + -+ -
vaci

/++/ Speci-

ficka akti-

vita imobil.

invertdzy na ) e
nosidich 16,2 19,8 3,6 2,8 14,1 22,0 8,2 19,6 2,4 3,9 1,1 1,7
/j/mg vlhké : _

hmoty/
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/a/ Predmétny zplsob aktivace nosidéd pomoci RIP

/b/ Kontrolni zpisob aktivace nosiél vychézejici z &s. A0 214 096
/+/ Promyti odsétych &dstic nosiéd po aktivaci

/-/ Nepromyti odsdtych &dstic nosidl po aktivaci

/++/ Uvedeno v pi¥ikladu 3
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Zpisob imobilizace mikrobi#élnich bun&k, rostlinnych bungk a
enzymi, vyznafujici se tim, Ze &éstice ve vodé nerozpustnych
organickych polymerl, zejména na bazi polyethylentereftalétu,
poly-/2,6~dimethyl/fenyloxidu, poly-6-kaprolaktamu, blokového
kopolymeru poly-6-kaprolaktamu s polyethylenoxidem, kopolymeru
vinylchloridu s vinylacetatem, polykondensétd melaminu s for-
maldehydem a modoviny s formaldehydem a.anorganigkjch polyme-
ri, zejména na bezi polymerniho oxidu kPemilitého se zaktivu-
ji s chemicky reaktivnimi ve vod& rozpustnymi polymery, které
se pripravi reakci mezi ve vodd rozpustnymi létkami obsahuji-
cimi nejméne 2 primérni a/nebo sekundédrni aminoskupiny, zejmé-
na vétvenym polyethyleniminem o molekulové hmotnosti 50 0CO
a% 1 000 00Q, popripadé polylysinem o molekulové hmotnosti
1 000 a% 50 000, lysinem nebo hexemethylendiaminem a bifunk&-
nimi aldehydy dikarboxylovych kyselin, jako je napriklad
glutaraldehyd, nade% se k aktivovanym &ésticim nerozpustnych
polymernich materiald p¥i1dé vodnd nebo pufrovand vodné suspen-
ze celych mikrobidlnich nebo rostlinnych enzymové aktivnich
bunékba/nebo vodny nebo pufrovany vodny roztok enzymu, & vznik-

. 1y 1mobilizovany biokatalyzétor se separuje a promyje.

Zpisob podle bodu 1, vyznacujicl se tim, Ze se k imobilizaci
bundk a enzymd pouzije ve vodd nerozpustnych &éstic organickych
a anorganickych polymerd o velikosti 0,001 a% 5 mm, specific-
kém povrchu od 1 do 700 ml/g a porositd &éstic od 0,01 do 2,5
cm? /g

Zplsob podle bodd 1 a 2,vyznadujici se tim, Ze se aktivace
ve vod& nerozpustnych 8dstic polymeru zejména na bazi poly-

" ethylentereftaldtu, poly-/2,6-dimethyl/fenyloxidu, blokového

kopolymeru vinylchloridu s vinylacetédtem a polymerniho oxidu
kremiditého provédi jejich smidenim s pfedém pripravenymi re-
aktivnimi rozpustnymi polymery, které se pPripravi reakci ve
vodé rozpustnych latek obsahujicich nejméné dvé primérni a/ne-
bo sekundérni aminoskupiny s bifunkénimi aldehydy dikarboxy-
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lovych kyselin, nadeZ se po odstranéni pFebytku roztoku reaktiv-

- nich polymert vystavi kontaktu s bunéénou suspenzi &i roztokem

enzymu.

Zplisob podle bodﬁ 1 az 2{vyznaéujici se tim, Ze se Céstice
polymerd na bazi poly-6-kaprolaktamu, blokového kopolymeru
poly-6-kaprolaktamu s polyethylenoxidem a polykondenz&td me-
laminu s formaldehydem a modoviny s formaldeh&dem uvad{i do
kontaktu s jednotlivymi reakénimi sloZkami reaktivnich roz-
pustnych polymerd postupn¥, prifem? v prvé fézi se &éstice
uvedenych polymert vystavi kontaktu s roztokem polyethylen-
iminu,'poiylysinu, lysinu nebo hexamethylendiaminu a po sorpci
téchto latek a,po‘odstranéni pfebyteéného roztoku se tyto &és-
tice vystavi U&inku bifunk&nfho aldehydu dikarboxylovych ky-

selin, naptiklad glutaraldehydu, naleZ se po vytvoreni reaktiv-

niho polymeru na povrchu &astic prebytedny roztok op&t odstra-
ni a uvedené aktivované polymerni &éstice se vystavi kontaktu
s bund&nou suspenzi, &i roztokem enzymu. ,

Zpisob podle bodl 1 a% 4jvyznaéujici se tim, ¥e se imobili-
zuji celé, neporusené, enzymové aktivni buﬁky mikroorganis-
md, zejména gramnegativni a grampozitivni bakterie, acidore-
sistentnf bakterie, aktinomycety, kvasinky a dal${ imperfekt-
ni{ houby, enzymové aktivni rostlinné bunky a enzymy mikrobidl-
niho, rostlinného ¢&i élvoéléného plivodu.
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