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Vynélez sa tyka oboru biochémie, poly-
mérnej chémie, mikrobiolégie a biotechnolo-
gie.

Vynélez rie3i spOsob imobilizacie biopo-
lymérov, predovietkym proteinov peptidov,
enzymov a celych mikrobidlnych buniek.

Uvedeného Gfelu sa dosiahne tym, Ze pri-
slu¥né biopolymérne latky, resp. celé mik-
robidlne bunky sa rozpustia alebo suspen-
duji v roztoku polyetyléniminu tak, aby kon-
centricia polyetyléniminu bola v roztoku 15
aZ 25 % hmotnostnych a koncentrdcie bio-
logicky aktivneho proteinu alebo mikrobial-
nych buniek 0,25 aZ 5 % hmotnostnych, na-
o sa homogenizovany roztok alebo sus-
penzia zosietuje bifunk&nym sietovacim rea-
gentom, najlepSie s 2-chlormetyloxirdnom,
1,6-diizotiokyandtom hexanu, 1,6-diizokya-
ngtom hexanu, gluteraldehydom alebo chlo-
ridom kyseliny glutarovej po dobu 10 aZ 60
mintt pri teplote 10 aZ 30 °C.

Vynéalez mé vyuZitie v8ade, kde je u&elné
imobilizovat biologicky aktivne latky, resp.
celé bunky €i uZ pre analytické, alebo prie-
myslové vyuZitie.
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PrihlaSka vyndlezu sa tyka spdsobu imo-
biliz4cie biologicky aktivnych biopolymérov,
predovsetkym proteinov, peptidov, enzymov
a celych mikrobidlnych buniek.

Spbsoby imobilizacie biologicky aktivnych
biopolymérov ako aj celych buniek st po-
vétSine viacstupiiové procesy, pozostdvaju-
ce z pripravy a aktivacie matrice k imobili-
zécii, adjustdcie matrice pre vlastnd imobi-
lizani reakciu a z odstrdnenia mezreago-
vanych vychodzich 14tok a reak&nych splo-
din. Nedostatkom vd&Siny nosifov je pomer-
ne nizky obsah funké&nych skupin vyuZitel-
nych k imobilizacii, resp. ich nerovnomerné
distribticia. Uvedené nedostatky c¢iastoCne
eliminuje vyuZitie polyetyléniminu ako enzy-
mového nosiée [L. Kuniak, ]J. Zemek: AO &.
159,063; J. Zamocky, J. Zemek, I. Kuniak, S.
Kudar: AO 198 554; J. Zemek, L. Kuniak, P.
Gemeiner, ]. Zamocky, S. Kudé4r: Enzyme
Microb. Technol. 4, 233, (1982)], pouZité po-
stupy si vSak pomerne pracné, zosieteny
skelet enzymového nosia neumoZiluje vy-
tvorenie membrany alebo filmu s imobilizo-
vanym enzymom a v pripade, Ze by mali byt
imobilizované celé bunky, vytaZnost imobili-
zafnej reakcie by bola velmi nizka.

Uvedené nedostatky rieSi principidlne no-
wy vyndlez, a to rozpustenim alebo suspendo-
vanim imobilizovanej latky v roztoku poly-
etyléniminu a masledovnym zosietenim uve-
deného polyméru. Uvedené nevfhody v pod-
statnej miere odstrafiuje spdsob imobilizacie
biopolymérov a buniek podla vynédlezu, kto-
rého podstata spo&iva v tom, Ze do 100 hmot-
nostnych dielov vodného roztoku polyety-
léniminu o koncentracii 30 aZ 50 % hmotnost-
nych sa pridd 100 hmotnostnych dielov vod-
ného roztoku alebo suspenzie obsahujtce
0,5 aZ 10 % hmotnostnych biopolymérov
alebo celych buniek a po zhomogenizovani
reakCénej zmesi sa pridd 5 aZ 20 hmotnost-
nych dielov bifunk&ného sietovacieho rea-
gentu ako 2-chlormetyloxiranu, 1,6-diizo-
kyandtu hexanu, 1,6-diizotiokyandtu hexa-
nu, glutaraldehydu alebo chloridu kyseliny
glutarovej, pritom reakcia prebieha 10 aZ
60 mintt pri teplote 10 aZ 30 °C.

Vyhodou novéha spbsobu imobilizdcie bio-
polymérov a celych buniek je jeho jedno-
duchost, nakolko netreba reakéni zmes &pe-
cidlne upravovat, reakcia imobilizdcie pre-
bieha pri teplotdch beZnych v laboratoéridch
po kratku dobu, po skonfeni imobilizdcie
netreba gél nosita osobitne adjustovat. Na-
kolko pri imobilizdcii dochddza jednak k
imobilizdcii kovalentnou wézbou, jednak k
enkapsuldcii biopolymérov do vniitornej
Struktary mosia v dosledku &oho je hmot-
nostny podiel biopolymérov, resp. celych
buniek v polyetylénovom nosi¢i velmi vyso-
ky, aZ 30 % a tym aj vysoka d&innost imo-
bilizdcie. Nezanedbatelnou vyhodou je aj
nizka cena zékladného polymeéru.

Uvedeny spdsob imobilizdcie mie je vSak.

vyhovujici pre tie biosystémy, ktoré si v al-
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kalickom prostredi polyetyléniminu dezakti-
vované [mapr. pepsin].

Priklad 1

2,25 g polyetyléniminu (0,02 mol) o kon-
centracii 40 % hmotnostnych a strednej mo-
lekulovej hmotnosti 40 000 sa zmieSa s 2,25
gramu suspenzie enzymu gluko6zooxidazy
[EC 1.1.3.4), obsahujiicej 0,0225 g enzymoveé-
ho glykolproteinu, 0,05 g albuminu hové-
dzieho séra vo fosfatovom pufri (10,0 mmaol/
/1; pH 7,8) a po dokladnom premieSani na
elektromagnetickej mieSatke (10 min.) sa
pridd 0,112 g 2-chlormetyloxirdnu. Po 10
minitach a pri teplote 30°C sa ztuhly gél
imobilizovaného enzymu dezintegruje v mi-
xéri, premyje na filtri so 100 ml destilova-
nej vody a nechéd sa vysusit. VytaZok pro-
teinu pri imobilizdcii 0,021 g, t. j. 93 %. Po-
kles celkovej aktivity glukézooxid4zy v prie-
behu imobilidcie je z 0,2 pkat na 0,17ukat.

Priklad 2

19 g vodného roztoku polyetyléniminu o
koncentrdcii 10 % hmotnostnych sa zmie$a
s 0,095 g suspenzie permeabilizovanych bu-
niek Wingea robertsii s xyl6zoizomerazovou
aktivitow (4ukat/g biomasy)} v 0,9 ml desti-
lovanej vody. Po dbkladnom premieSani na
elektromagnetickej mieSatke sa pridd 1,8 g
1,6-diizotiokyandtu hexanu a nechd sa rea-
govat po dobu 15 mintit pri teplote 10 °C.
Po vysuSeni sa ziska 3,1 g suchého gélu o
aktivite xylézaizomerdzy 90 nkat/g ziskané-
ho gélu.

Priklad 3

Tak ako je uvedené v priklade 1 s tym roz-
dielom, Ze sa vychéddza z 5 g vodného rozto-
ku polyetyléniminu a vlastnd imobilizdcia
sa prevedie s 0,2 g 1,6-diizokyanétu hexanu,
pri teplote 22°C po dobu 12 mindt. Pokles
aktivity glukézooziddzy v priebehu imobili-
zacie je z 0,2 ukat na 0,18 ukat.

Priklad 4

Tak ako je uvedené v priklade 1 s tym
rozdielom, Ze sa vychddza v 10 g vodného
roztoku polyetyléniminu, pridé sa 2,5 g glu-
koézooxiddzy a po dokladnom premieSani na
elektromagnetickej mieSacke sa pridd 0,2 g
glutaraldehydu. Po 15 minatach a pri teplo-
te 30°C je reakcia skoncéend, pri¢om pokles
celkovej aktivity glukézooxiddzy je z 0,2
ukat ma 0,15 ukat.

Priklad 5

Tak ako je uvedené w priklade 4 s tym
rozdielom, Ze namiesto glutaraldehydu sa
pouZije 0,2 g chloridu kyseliny glutarovej
a namiesto glukodzooxiddzy sa pouZije ace-
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tylcholinesterdza (0,1 g EC 3.1.1.7) o 3peci-
fickej aktivite nkat/mg. Pokles celkovej ak-
tivity acetylcholinesterdzy v priebehu imo-
bilizdcie bol za 7 ukat na 5,94 ukat, t. j. 0
15 %.

Vynélez mé vyuZitie v3ade, kde je potreb-
né imobilizovat biologicky aktivne l4tky,
resp. celé bunky €i uZ pre analytické, alebo
priemyslové vyuZitie.

PREDMET VYNALEZU

SpOsob imobiliz4cie biopolymérov: a bu-
niek vyznadeny tym, Ze do 100 hmotnost-
nych dielov vodného roztoku polyetylénimi-
nu o koncentracii 30 aZz 50 % hmotnostnych
sa pridd 100 hmotnostnych dielov vodného
roztoku alebo suspenzie obsahujice 0,5 aZ
10 % hmotnostnych biopolymérov alebo ce-
lych buniek a po zhomogenizovani reakénej

zmesi sa pridd 5 aZ 20 hmotnostnych dielov
bifunkéného sietovacieho reagentu ako 2-
-chlormetyloxirdnu, 1,6-diizokyandtu hexa-
nu, 1,6-diizotiokyandt hexanu, glutaralde-
hydu alebo chloridu kyseliny glutarovej, pri-
tom reakcia prebieha 10 aZ 60 minat pri
teplote 10 aZ 30 °C.
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