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(54) Imobilizovani penicilinacyliza k pfeméné penicilinit na kyselinu 6-aminope-
nicilanovou a zpisob jeji pfipravy ‘

Vynilez se tykd imobilizované penicilinacyldzy
ve formé ve vodé nerozpustného preparitu s peni-
cilimacyldzovou aktivitou, ktery slouZi jako kataly-
zator pii preméné penicilini, zejména benzylpeni-
ciliiu na kyselinu 6-aminopenicilanovou (dile jen
6-)&PK) a zpusobu jeho piipravy. Prepardt je
tvofen enzymem penicilinacyldzou svdzanym pro-

~ stfednictvim polyfunkénich aldehydd s butikami

prokaryontnich nebo eukaryontnich organisml
anebo jejich agregity nebo fragmenty. 6-APK je
surovina pro vyrobu polosyntetickych penicilind
a ptipravuje se hydrolyzou pfirozenych penicilind,
zejména benzylpenicilinu, kterou lze katalyzovat
bud enzymem penicilinacyldzou nebo &isté chemic-
ky. Enzymovou katalyzu Ize provadét rozpustnou
nebo imobilizovanou penicilinacyldzou a nativni-
mi, chemicky stabilizovanymi, nebo imobilizova-
nymi enzymové aktivnimi butikami. Préce s imobi-
lizovanymi enzymy nebo buiikami umoZiiuje mno-
hondsobné pouziti katalyzétori a dosaZeni vysSich
vytézka a vysii kvality 6-APK.

V poslednich 10-ti letech bylo pfihlaSeno k pa-
tentové ochrané zhruba 30 postupidl imobilizace
penicilinacylazy, které lze v podstaté rozdé€lit na
fyzikalnf (uzavfen v siti polymeru, mikroenkapsu-
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lace, adsorpce) a chemické (kovalentni nebo ionto-
vé vazba mezi enzymem a nosi¢em, zesiténi enzy-
mu bez pouZiti nosice).

Do prvni skupiny patii postup imobilizace peni-
cilinacylazy, nap¥. fyzikdlnim uzavienim enzymu
do vlaken triacetitu celulézy nebo nitrocelulézy,
ktery je popsén ve francouzském patentovém spisu
& 2.222.383 a italském patentovém spisu <.
836.462. Chemicky zpisob imobilizace tohoto
enzymu na nejriznéjii nerozpustné umélé mate-
ridly je popsén napf. v &s. patentovém spisu C.
145.849, NSR spisech DOS 1.917.057, DOS
2.157.970, DOS 2.157.972, DOS 2.355.078, brit-
skych patentovych spisech GB 1.193.918, GB
1.357.317, GB 1.400.468, na ve vodé rozpustné
polymery napf. v NSR patentovych spisech DOS
2.312.824 a DOS 2.535.951. Zachyceni penicili-

‘nacyldzy v siti anorganického polymeru a nisledné

kovalentni zesiténi enzymu je popsdno napf.
v SSSR patentovém spisu & 530.885. '
Vétsina patentovanych postupii kryje zpiisob
imobilizace penicilinacylazy na nejriiznéjSich pii-
rozenych nebo syntetickych organickych polyme-
rech nebo anorganickych nosi¢ich a vyuZivé pfitom
z hlediska chemického, €asto velmi podobnych
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*neboqstejnychumetod imobilizace. Snahou, resp.

cilem ‘uvedenych a daldich postupt je neustédle
| ekonomizovat vyrobu 6-APK a tim i polosyTitetic-

' kych penicilind a cefalosporindl, p¥idem? vyuZiti '

. imobilizovaného preparédtu penicilinacyldzy je li-
mitovdno pfedev§im cenou a dostupnosti nosice,

. jednoduchosti techniky imobilizace, mechanickou
 stabilitou preparatu, zachycenou specifickou akti-
" vitou (d€innosti) a v neposledni fadé& i stabilitou
- zachycené enzymové aktivity, pfi dlouhodobém

| opakovaném pouZiti, nebof jen pfiblizn& 200-n4-

sobné& opakované pouZiti imobilizovaného enzymu
ve srovnéni napf. s jednorazovym pouZitim nativ-

' nich bun€k s penicilinacyldzovou aktivitou pro

vyrobu 6-APK, pfinds§i vy$§i efektivnost a kryje
néklady na izolaci enzymu, cenu nosiée a technolo-
gii imobilizace. ‘

‘Cs. farmaceutick4 firma SPOFA ve spoluprici
s CSAYV volila specifickou cestu a vyvinula n&které

| pivodni postupy ve vztahu k vyrobé 6-APK

.a pfedmétnému vynélezu, aviak pouZitim chemic-
| ky imobilizovangch mutantnich bunék s vysokym

. obsahem penicilinacyldzy. Jednd se o semikonti-
~ nuélni zphsob vyroby 6-APK podle &s. autorského

osvéd&eni & 201621, déle o zpiisob imobilizace

- t&hto bunék na povrch nékterych syntetickych

polymerti podle &s. autorského osvédéeni ¢&.

200802 a kone&né o zplisob vyroby 6- APK pomoci

kovalentn& vézanych produkénich bunék navzi- '
jem nebo téchto bunék vdzanych na jiné buiiky -

riznych organismé majfcich charakter nerozpust-
ného nosite, tj. tvorbu mikrobidlnich agregitt
tvoficich chemicky zesit&né, dobfe sedimentujici,

integréilni jednotky s vysokym obsahem zachycené.

enzymové aktivity, podle &. autorského osvédéeni
¢.197101

Ve vztahu k pfedmétnému vyndlezu, kromé
citovanych &s. vyndlezii, existuje rovnéZ nékolik

literdrnich dajh tykajicich se imobilizace enzymt -

.na buné&¥né povrchy. Je to pfedev§im price
Hougha a Lyonse [Nature 235, 389 (1972)]

popisujici vazbu enzymu amyloglukosiddzy na '
povrch pivovarskych kvasinek prostfetmctvim -
TiCl; nebo TiCl,. Autofi rovnéZ uvddéji, Ze jako ,

vaznych &inidel Ize pouZit soli ¥eleza a cinu. Kromé&

2

amyloglukosxdézy byla t&mito autory popsédna

- imobilizace bakteridlni alfa-amyldzy a trypsinu na

povrchy bunék Bagillus subtilis a Escherichia coli.
Imobilizace amyloglukosiddzy na povrch kvasinek
-umo#Ziiuje pfimé vyuZiti dextrint pro kvasné proce-
sy, coZ mé vyznam pfi vyrob& piva, whisky,

ethanolu, octa apod. Takasaki [Agr. Biol. Chem. .
38, 1061 (1974)] popsal kovalentiii vazbu beta-

amyldzy, invertdzy, trypsinu a kataldzy na povrch -
mikrobififh bunék, zejména Streptomyces sp., -
Aspergillus niger a oryzae, pomoéf toluendiisokya-

nétu. Kone&né Pace a sp. (v Insolubilized Enzymes,. _,
edit. M. Salmona, C. Saronia a S. Garattini, Raven |

Press, New York, pp. 157—-164, 1974) popisuji
kovalentni vazbu glukosooxiddzy na povrch intakt- |

nich lidskych erythrocytli pomoci vicefunké&nich

inidel (kyanurchlorid, bis-diazobenzidin, glutar-

i
|

dialdehyd, TiCk,) ve vztahu k vyu#iti tohoto imobi-

* lizovaného enzymu v huménni medicinég, pfi n&kte-
rich metabolickych defektech a pathologickych

stavech. Broun [v Methods in Enzymology 44, 263
(1976)] popisuje nékolik technik imobilizace enzy-
mii jejich chemickou agregaci bi- nebo polyfunké-
nimi &inidly. Spoleénym nedostatkem téchto mate-
ridlt jsou viak jejich $patné mechanické vlast-
nosti.

Podobny postup pro imobilizaci fady enzymi

véetné penicilindcyldzy je pouZit ve francouzském
patentovém spisu & 2.195.953, podle néjZ lze

'k vyztuZeni prepardti pouZit inertni materidly

vybrané ze skupiny ldtek zahrnujici infusoriové
hlinky, expandovany perlit, vldknité a praSkovité

. celulosy, dfevéné piliny, plst, chlupy, pisek a synte-
i tické materidly na bazi polyamidd, polyesteri,
" polyurethanu, polypropylenu, acetdti celulosy

anebo silikonid: Podle francouzskéha patentového

spisu &. 2.195.954 lze mechanickou i enzymovou

stabilitu takto imobilizovanych enzyml zlepSit

pFiddnim nebilkovinnych pojidel a to polyamind
a algindtu.
Zjistili jsme nyni, Ze pro imobilizaci pemcmnacy-

‘14zy lze pouZit celych neporuSenych nativnich
- anebo fyzikélng, chemicky nebo biochemicky ofet-

fenych bun&k mikroorganismi, jejicli pfirozenych

" nebo uméle ‘vytvofenych agregitii, nerozpustnych

fragmenti, popfipad& jejich smési.
Materiél buné&énych povrchii obsahuje fadu sku-
pin schopnych reakce s polyfunkénimi &inidly,

" napf. glutardialdehydem, jejichZ prostfednictvim

Ize dosdhnout jak vazby enzymu na bufiky, tak
i vazby bunék navzdjem. Navic samotnou polysa-
charidovou kostru, kter4 udéluje buné&nym sté-
nidm pevnost a pruZnost a kterd obsahuje amino-
skupiny reagujici bud pfimo nebo po ofetfeni,
nap¥. deacetylaci, s glutardlaldehydem, Ize snadno
-aktivovat pro vazbu bilkovin napf. plsobenim
oxida&nich &inidel jako je jodistan sodny a tim
zvysit podet reaktivnich mist.

Prostfetnictvim polyfunk&nich &inidel Ize proto

imobilizovat penicilinacyldzu na povrchy celych
néporusenych nativnich anebo fyzik4lné, chemicky
_nebo biochemicky ofetfenych bunék prokaryont-
.mch nebo eukaryontnich organismi & jejich ne-
i rozpustnych fragmentti. Téchto materidli lze rov-

«|n&% pouit ke zpevnén{ struktury penicilinacyldzy

kovalentn€ zesiténé polyfunk&nimi &inidly, napf.
‘glutardialdehydem. Zpevn&ni struktury zesiténého
enzymu je dosaZeno jak tehdy, jsou-li pouZity
‘buiiky ve formé relativné pevaych poréznich struk-
tur jako v pfipadé mikrobiélnich pelet, nebo uméle
-plipravenych agregitd, tak i tehdy, dochézi-li

~'k tvorb& t&chto struktur soudasné s agregaci

bilkovin. V poslednim p¥ipadé je zvl4sté vihodné
- pouZitf bun&k vidkmitého tvaru. Ve viech pfipa-
;dech je pak materidl tvofen dvéma poréznimi
. strukturami, Rters j jsou navzdjem kovalentné spo-
jeny. Jednotlivé buiiky nebo jejich nerozpustné
fragmenty vi¥ak lze. pouZit ke zpevnéni struktury

kovalentné zesit€né penicilitacyldzy i tehdy, ne-
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tvori-li samostatnou kontinudlni fazi. Vysledny
materidl je pevny, ve vodé nerozpustny, s dobrymi
sedimentadnimi vlastnostmi, vysokym stupném za-
chycené enzymové aktivity a dobrou stabilitou této
aktivity. :

Velikost imobilizovanych &astic, jejich sedimen-
tatni vlastnosti a stupefi zachycené enzymové
aktivity jsou fizeny hmotnostnim pomérem nosice
(téZ jeho kvalitou resp. mikrobidlnim druhem-
kmenem a zplisobem ofetfeni) a penicilinacylzy,
reakéni teplotou, hodnotou pH reakéni smési
a pouZitou technikou zesiténi polyfunkénim alde-
hydem zahrnujicim sténi, michani o rizné intenzi-
té, mraZeni a nasledné pomalé rozmrazovani,
suseni nebo kombinaci téchto technik. Z hlediska
mechanické pevnosti a pruZnosti je vyznamna
pfitomnost izolovanych bunéénych sté€n nebo je-
jich fragmenti z nékterych bakterii, zvIasté bunéc-
nych stén grampositivnich bakterii obsahujicich vy-
soké mnozstvi muerinu; fragmenty téchto bunéc-
nych stén funguji jako pojivo a vstupuji do reakce.

Pfedmétem  vyndlezu je imobilizovand
penicilinacyldza k pfeméné penicilinli, zejména
benzylpenicilinu na kyselinu 6-aminopenicilano-
vou, vyznaéend tim, Ze sestava z enzymu penicilina-
cylazy a bun&k nebo bun&énych fragmentii proka-
ryontnich nebo eukaryontnich organismi vaza-
nych navzdjem chemicky prostfednictvim poly-
funkénich aldehyd, s vyhodou glutardialde-

~ hydu.
"~ "PHi vyrobé imobilizované penicilinacylazy podle

vyndlezu se postupuje tak, Ze enzym penicilinacy-
laza se necha reagovat s celymi neporuSenymi
nativnimi anebo fyzikalné, chemicky nebo bioche-
micky ofetfenymi butikami ¢i nerozpustnymi frag-
menty bunék rizné morfologie a s polyfunk&nim
aldehydem, s vyhodou glutardialdehydem.

Pii vyrobé imobilizované penicilinacyldzy podle
vyndlezu se pouZije rozpustného enzymu penicili-
nacyldzy, ktery popiipad¢ obsahuje jiné bilkoviny
provazejici jej v pribéhuizolace. Dile je moZné pii
vyrobé imobilizované penicilinacyldzy podle vyna-
lezu postupovat tak, Ze k reakci s enzymem
a polyfunk&nim aldehydem se pouZije nerozpust-
nych fragmentd nebo celych bunécnych stén orga-
nismi, s vyhodou grampositivnich bakterif.

Dile pfi vyrobé imobilizované penicilinacyldzy
podle vyndlezu je moZné postupovat také tak, Ze
k reakci s enzymem a polyfunkénim aldehydem se
pouZije fragmentd nebo €astené uméle ¢i samo-
volné lyzovanych bunék mikroorganismi produ-
kujicich penicilinacyldzu.

Predmétem vynalezu je rovnéz zplisob piipravy
imobilizované penicilinacyldzy, vyznaceny tim, Ze
k reakci s enzymem a polyfunkéim aldehydem se
pouzije odpadnich bunék, odpadni bunétné hmoty
nebo fragmentt z nich pf¥ipravenych nebo samo-
volné vzniklych.

Dile je zptsob piipravy imobilizované penicilin-
acyldzy ke $t&€peni penicilinu podle vynalezu, vy-
znadeny tim, Ze se pouzije polyfunkéniho aldehydu
v mnoZstvi 0,1 az 10 % hmotnostnich (W/v).

3 N
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Postup podle naseho vynilezu ma zna¢né ekono-

mické a dalii vyhody, a to v tom, Ze cena nosice
a pojiva je prakticky nulova, technika imobilizace
je jednoduchd, bez pfedchozi chemické aktivace,
pocet technologickych stupnti pfipravy imobilizo-
vaného prepariatu je minimédlni, a v moZnosti
piipravy imobilizovaného preparétu penicilinacy-
lazy s vysokou specifickou aktivitou.

Vyhodou je ddle to, Ze je moZnéd imobilizace
penicilinacyldzy na enzymové aktivni nosice, tj.
vazba na vysokoprodukéni mutantni buriky-fortifi-
kované preparity a Ze je mozné pouZiti technic-
kych preparitil penicilinacyldzy, pfi¢emZ enzym
neni nutno sloZité <istit ndkladnymi a ztratovymi
postupy. Vyhodna je také moznost dlouhodobého
opakovaného pouziti v pomérné Sirokém rozmezi
volby technologie enzymové hydrolyzy, resp. typu
reaktoru. Pfipravené imobilizované preparaty maji
dobré sedimentaéni a mechanické vlastnosti, pruz-
nost a pevnost a dobrou stabilitu enzymové aktivi-
ty. Dal§imi vyhodami jsou enzymova hydrolyza do
vysokého stupné konverze (vice jak 90 %) s moz-
nosti hydrolyzy pomérné vysokych koncentraci
penicilinu, moZnost pouZiti postupti izolace 6-APK
z reakéni smési poskytujici vysoké vytézky, dobrd
rozpustnost 6-APK a jeji vysokd kvalita, nizky
obsah bilkovinnych pfimési a tim moZnost piipravy
hypoalergennich polosyntetickych penicilinti.

Oproti dfive zndmému postupu spoivajicimu
v imobilizaci celych bunék na nosié, ktery je rovnéz

>w oz

" bunééného plivodu je tento zplisob vyrazné jedno-

dussi, nevyZaduje pouziti flokulacnich ¢inidel ani
pouziti organickych rozpoustédel ¢i dalsich postu-
pti ke koneéné tpravé vlastnosti preparatu. Princip
podle naSeho vyndlezu vyuZivd vyhodnych chemic-
kych vlastnosti samotného technického enzymu,
ktery je principialné také polyfunkénim Cinidlem
a soudasné i aktivni ldtkou. Navic tato metoda
poskytuje vyssi vytéZky zachycené aktivity a dava
preparity s absolutné vySSi specifickou aktivitou
enzymu.

Jako zdroje pro piipravu technické penicilinacy-
lazy i jako nosie pro pfipravu imobilizovanych
fortifikovanych preparat penicilinacylazy podle
vyndlezu bylo pouZito hyperproduk¢ni mutanty
Escherichia coli CCM 2843; kmen byl ziskdn
genetickou manipulaci postupem podle &s. autor-
ského osvéddeni &. 162.274 a je chranén podle Cs.
autorského osvédéeni & 188631. Technickd peni-
cilinacyldza z uvedeného kmene byla pfipravena
klasickym zptisobem, tj. mechanickou desintegraci
zahu$téné bunééné suspenze, okyselenim, odstfe-
dé&nim bunééného detritu, frakénim sraZenim sira-
nem amonnym, dialyzou a lyofilisaci. Nazna¢enym
zplsobem byly ziskdny dva technické preparaty
penicilinacyldzy v pevném (lyofilizovaném) stavu.
Preparit (1) mél specifickou aktivitu 300 j/mg,
preparat (2) 544 j/mg bilkovin.

Aktivita penicilinacylazy byla hodnocena spek-
trofotometricky barevnou reakci p-dimethylami-
nobenzaldehydu s 6-APK podle &s. patentu &.

116959 v modifikaci podle Balasinghama a sp.
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. [Biochim. Biophys. Acta 276, 250 (1972)] pfi

| 42 °C a hodnoté& pH 7,6 v oblasti reakéni kinetiky
| nultého ¥ddu. Jednotka enzymové aktivity je tako-
' vé mnozZstvi enzymu, které katalyzuje vznik jedno-
" ho umolu 6-APK z benzylpenicilinu, resp. jeho soli
za hodinu. Specifick4 aktivita volného (nativniho)
enzymu je vyjadfena jako pumol 6-APK/h/mg
bilkovin. Koncentrace bilkovin byla hodnocena
spektrofotometricky podle Lowryho a sp. [J. Biol.
Chem. 193, 265 (1951)]. Specificka aktivita imobi-
lizované penicilinacylazy je vyjddfena jako pmol
6-APK/h/mg vlhké. (dobfe odsité) hmoty ve vodé
nerozpustného preparatu.
V dal¥im je vyndlez bliZe objasnén v piikladech
provedeni, aniZ by se jimi omezoval.

Priklad 1 ‘ . -

Bunéénd pasta E. coli obsahujici penicilinacyl-

' zu byla suspendovdna ve vod€ na koncentraci

. 400 mg vlhké hmoty/ml a tato suspenze byla
desintegrovédna &tyfnasobnou recyklaci na mecha-
nickém desintegratoru Manton-Gaulin pfi tlaku
33,3 MPa pfi laboratorni teploté. Homogenét byl
odstfedén (5000 G/1h). 10 g vihké hmoty frag-
mentd E. coli bylo ve smési s 20 g vlhké hmoty
neporusenych bunék E. coli téhoZ kmene obsahuji-
cich penicilinacyldzu suspendovdno ve vodé na
vysledny objem 200 ml. Hodnota pH suspenze
byla upravena 25%nim roztokem NaOH na 7,5
a suspenze byla po smiSeni s 16 ml 25%niho
roztoku glutardialdehydu vpravena do 500 ml
varné bartiky a umisténa na rotaéni tfepaci stroj.
Reakce probihala za michdni (240 t/min) 3 hodiny
pfi teploté 26 °C. Potom byla reakéni smés zfedéna
100 ml vody a odstfedéna (500 G, 5 min.), sedi-
ment promyt 250 ml a znovu odstfedén (5000 G,
15 min). K 10 g vihké hmoty popsanym zpiisobem
ziskanych mikrobidlnich agregati o jejich specific-
ké aktivité 3,6 j/mg vlhké hmoty preparidtu byl
pfidan 1 g technické lyofilizované penicilinacylazy
o specifické aktivité 544 j/mg bilkovin. Smés byla
doplnéna do 100 ml 0,05 M fosfatovym pufrem
o pH 7,6 (podle Sorensena) a homogenizovana
ocelovym laboratornim vrtulovym michadlem 10
min. Po mirném poklesu pH na hodnotu 7,2 bylo
pH suspenze upraveno 25%nim roztokem NaOH
opét na hodnotu 7,6, piidino 4 ml 25%niho
roztoku glutardialdehydu, kratce a rychle zamicha-
no a reakéni smés byla pfelita do 500 ml varné
baiiky a umisténa na rota¢ni t¥epaci stroj. Reakce
probihala 3 hodiny pii teploté 26 °C za michéani
(240 ot/min). Po této dobé byla reaklni smés
zfiltrovdna pfes silonovou tkaninu o velikosti ok
75 X 75 um a ziskané agregéity byly 3krit na

. tkaniné promyty 100 ml destilované vody a odséty

. na $irokoporéznim filtraénim papife do formy tuhé
vihké pasty.

Takto byl ziskan preparat enzymu penicilinacy-
lazy imobilizované na enzymove aktivni mikrobial-
ni bunééné agregaty v mnozstvi 20,8 g o specifické
aktivité 17,62 j/mg vihké hmoty pfi vytéZzku z cel-
kové podateéni enzymové aktivity 63,0 %.

lPrikladz ST -

P¥iblizné 1000 g odpadniho bunééného materia-

' u Saccharomyces carlsbergensis po vyrob¢ fenyla-

cetylkarbinolu bylo suspendovéno v 10 1vody a po
15 minutdch michani byl materidl odstfedén; bylo
ziskdno 600 g vlhké hmoty promytych odpadnich
kvasinek.

Z 25,0 g této vihké pasty a 70 g vihké pasty
bunék E. coli obsahujicich penicilinacyldzu bylo
pfipraveno 500 ml homogenni suspenze v 0,05 M
fosfdtovém pufru pH 7,6 (podle Sorensena); pH
homogenni suspenze bylo po nepatrném poklesu
upraveno 25%nim roztokem NaOH na hodnotu
7,6. K michané homogenni suspenzi bylo pfiddno
20 ml 25%niho roztoku glutardialdehydu. Reakce

; probjhala za mirného miché4ni laboratornim mi-

chadlem 5 hodin pfi teploté 25 °C. Potom byla
reakéni smés ziedéna 51 vody a odstfedéna
(500 G, 5 min), sediment promyt 2,51 vody
a znovu odstfedén (5000 G, 15 min).

K 10 g vihké hmoty popsanym zpilisobem ziska-
nych mikrobidlnich agregitd o jejich specifické

: aktivité 3,24 j/mg vihké hmoty preparitu byl

pfidan 1 g technické lyofilizované penicilinacylazy

. o specifické aktivit€ 544 j/mg bilkovin. Smés byla

doplnéna do 100 ml 0,05 M fosfatovym pufrem
o pH 7,6 (dle Sorensena) a homogenizovédna. Déile
bylo postupovdno jak je uvedeno v piikladu 1;

 takto byl ziskén preparat enzymu penicilinacylazy
| imobilizované na enzymové aktivni mikrobidlni
bun&éné agregity v mnoZstvi 15,5 g o specifické
“aktivité 13,12 j/mg vlhké hmoty pfi vytéZku z po-

¢atedni enzymové aktivity 34,9 %.

Piiklad 3

Pfiblizné 100 g odpadniho bunééného materidlu

' Aspergillus oryzae po vyrobé alfa-amyldzy bylo
diikladné promyto vodou na situ s velikosti ok
0,5 mm a sitem zadrZené kulickové mycelium
(pelety) bylo rozmichédno v acetonu, odfiltrovdno
a ususeno voln& na vzduchu.
Suché pelety v mnoZstvi 1 g byly ponechéany
bobtnat v 50 ml roztoku technické penicilinacyldzy
o koncentraci 2,5 mg/ml v 0,05 M fosfatovém
pufru o pH 6,5 podle Sorensena (specificka aktivi-
‘ta 544 j/mg bilkovin). Po 30ti minutdch byly za
stalého michéani pfidany 2 ml 25%niho roztoku
‘glutardialdehydu; reakce probihala za nepfetrZité-
‘ho michéni laboratornim michadlem pfi laborator-
ni teploté 3 hodiny. Potom byl obsah nédoby
. zfiltrovan pfes vy¥e uvedené sito, promyt t¥ikrat
100 ml destilované vody a pelety suspendovany ve
100 ml 2 N NaCl. Po 18 hodin4ch stani pfi +8 °C
- byl materidl oddé€len pomoci stejného sita, promyt
' ttikrst 100 ml destilované vody a zbaven nadbyted-
né vody vakuovou filtraci.

Takto ziskany. imobilizovany enzym vykazoval
specifickou aktivitu 8,25 j/mg vlhké hmoty a obsa-
hoval 60 % vychozi enzymové aktivity.

. Pkiklad 4

Submerzni kultivaci asporogenniho kmene Ba-



cillus megatherium CCM 2037 ve 150 1 fermentac-

nim tanku pfi teploté v rozmezi 40 az 48 °C ;

v pfitomnosti vysokych koncentraci aminokyselin

Mew 2

(ve formé kukufiéného extraktu) postupem podle

_J. Chaloupky a sp., [Biotechnol. and Bioeng. Symp.

No. 4, 985 az 993 (1974)] a s piidavkem chloram-
fenikolu v mnozZstvi 50 ug/ml na konci
exponencidlni faze ristu, bylo ziskdno priblizné
3000 g bunééné hmoty. Timto zpisobem bylo
dosazeno tvorby velmi dlouhych vldken uvedeného
kmene s vysokym obsahem mureinu (peptidogly-
kanu) v bunééné sténé.

Popsanym zptsobem ziskand nativni bunééna
hmota B. megatherium byla rozdé€lena do dvou dilil

a 1500 g vlhké hmoty. Prvni dil nativni bunéné
hmoty byl suspendovdn v 1500 ml vody a za

michéni zah¥4t na 64 °C a pfidano 3000 ml 10%ni

(w/v) kyseliny trichloroctové pfedehidté na 62 °C. "

Smés byla za michédni ohfata na 80 °C a pii této
teploté zahfivina 20 minut. Potom byla smés
ochlazena na 30 °C, odstiedéna a bunééna hmota
promyta 20 1 vody. Takto bylo ziskano 800 g vihké
bunééné hmoty ofetfenych vlaken B. megatherium
kyselinou trichloroctovou; velikost vlaken se pohy-
bovala v rozmezi 20 aZ 30 ym.

Ciast nativni a &st trichloroctovou kyselinou
oSetfené bunééné hmoty B. megatherium byla
rozinichana ve vodé na koncentraci 30 g vlhké
hmoty/100 ml a buiiky byly desintegrovany Sesti-
nasobnou recyklaci na mechanickém desintegrato-
ru Manton-Gaulin pfi tlaku 500 kp/cm? pfilabora-
torni teploté. Fragmenty bunéfnych stén byly

“oddéleny odstfedénim 30 minut p¥i 20000 G

a pétkrat promyty destilovanou vodou.
Fragmenty bunék ofetfenych trichloroctovou
kyselinou byly rozmichany ve vod¢€, pH upraveno
20%nim roztokem NaOH na hodnotu 11,0 a sus-
penze michana 20 hodin pfi 25 °C a potom byla
zncvu odstfedéna a fragmenty bunécnych stén
promyty nékolikrat vodou. Technicka penicilina-
cyldza (specifickd aktivita 544 j/mg bilkovin) byla
rozpusténa v 0,05 M fosfatovém pufruo pH 7,6 dle

. Sorensena na vyslednou koncentraci 40 mg/mlave
' 25 ml tohoto roztoku bylo suspendovano vidy po

1 g vlhké hmoty, nativnich nebo oSetfenych celych

. bun€ék B. megatherium ¢i nativnich nebo ofetfe-

nych fragmenti bunéénych stén tohoto kmene

. takto:

(A) fragmenty nativnich bunék, (B) fragmenty
bun€k oSetfenych trichloroctovou kyselinou
a NaOH, (C) celé nativni buriky, (D) celé buiiky
oSetfené trichloroctovou Kkyselinou. Za staleho

- michdni bylo ke kazdé ze suspenzi pfidano 1 ml

25%niho roztoku glutardialdehydu; reakce probi-

- hala 30 minut pfi laboratorni teploté za stdl€ho

michani a 30 minut nebyla reak¢ni smés michana za

~ jinak stejnych podminek. Po 60 minutich reakce

byly vznikl€ agregaty odd€leny na situ s velikosti ok

75 um, promyty tiikrat 100 ml destilované vody

a zf>aveny nadbyteéné vody vakuovou filtraci.
Specifickd aktivita a vytéZzek imobilizovaného

‘enzymu jsou uvedeny v nésledujici tabulce, pfi-
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¢emZ jako kontrolni preparat slouZily agregaty
piipravené pouze z roztoku enzymu.

Imobilizovany  Specifickd aktivita Vytézek
preparat (mg vlhké hmoty) (%)
Kontrolni
preparét 19,5 45,4

A 17,1 44,7
B 18,0 45

C 15,6 43,8
D 20,1 48,6

2 g z kazdého materidlu byly pieneseny do
500 ml varné barnky, suspendovany ve 100 ml
0,05 M fosfatového pufru podle Sérensena o pH

- 7,6 a umistény na rotac¢ni tfepaci stroj (240 ot/min,

vystfednik 6,5 cm, tepiota 29 °C). Po 8 (192 hodin)
a 22 (528 hodin) dnech byly imobilizované prepa-
raty oddéleny filtraci pfes uvedené sito a stanovena
jejich enzymova aktivita, potom op€t promyty
a znovu suspendovény do téhoZ objemu stejného
pufru a umistény opét na rotaéni tfepaci stroj.

Zmény enzymové aktivity imobilizované penici-
linacylazy uvedenych preparatt pfi dlouhodobém
testovdni stability jsou uvedeny v nasledujici ta-
bulce:

Imobilizovany Enzymovi aktivita (%)
prepardt 0 hodin 192 hodin 528 hodin
Kontrolni
preparat 100 73,1 39

A 100 - 79,2 58,3

B 100 83,5 70,3

C 100 93,5 74,8

D 100 91,6 96,4
Priklad 5

Ve 100 ml 0,05 M fosfatového pufru dle Soren-
sena o pH 7,6 bylo suspendovano 4 g vlhké hmoty
celych bunék B. megatherium osetfenych trichlor-
octovou kyselinou zpiisobem podle piikladu 4.
V této suspenzi byly rozpustény 3 g technické
penicilinacyldzy o specifické aktivit¢ 300 j/mg
bilkovin. Za stalého michdni laboratornim michad-
lem byly pfiddny 4 ml 25%niho roztoku glutardial-
dehydu a agregaty vzniklé€ po 30 minutdch michani
byly ponechdny stat dalSich 30 minut. Reakce
probihala pii laboratorni teploté. Po 60 minutich
byly pelety odd€leny filtraci na situ s velikosti ok
75 um, promyty tiikrat 400 ml destilované vody,
rczmichdny ve 100 ml acetonu ochlazeného na
—15 °C a po 5ti minutovém michdani ostie odsaty
na frit€ Gl a suSeny prosdvanim vzduchu.

Aktivita takto ziskaného ve vodé€ nerozpustného
materidlu byla 18 j/mg vihké hmoty a vytézek
aktivity Cinil 22 %. Kontrolni material byl pfipra-
ven timtéZ zpUsobem z roztoku téhoZz enzymu
(agregované bilkoviny bez peptidoglykanu). Enzy-
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" 'mova aktivita kontrolniho materi4lu byla 30 j/mg
vihké hmoty pfi vytéZku 27 %. 2 g nerozpustného |
materidlu byly pouZity pro opakovanou enzymo- |
vou hydrolyzu 7%niho vodného roztoku sodné soli
benzylpenicilinu v objemu 80 ml pfi teploté 37 °C |

i a udr¥ovani pH (pH-stat) ddvkovanim &épavkové |

i vody v rozmezi hodnot 7,6 aZ 7,8. Reakéni doba |

byla 90 minut.

‘ Opakovane " konverze b;:nzylpemcﬂmu na |
6-APK pomoci imobilizované penicilinacylazy na
. peptidoglykanové pelety a srovnéni s kontrolnim

| konverze kontroln elet
material pelety
1 95,0 % 91,0 %
2 88,5 % 94,4 %
| .3 84,8 % 91,1 %
; 4 81,6 % 94,8 %
5 — 91,9 %
6 — 91,5 %
",ﬁf/7' ; e 92,3 %

. materidlem (zesiténé bilkoviny), za podminek uve- |
denych vy3e je uvedeno v nésledujici tabulce:

1. Imobilizovand penicilinacyliza k pfeméné
penicilini, na kyselinu 6-aminopenicilénovou,' ‘
vyzna&end tim, Ze sestavd z enzymu penicilinacyld-
zy abun&k nebo bunéénych fragmentt prokaryont-

PREDMET VYNALEZU

nich nebo eukaryontnich organismi svdzanych ' terii.

' navzdjem chemicky prostfednictvim polyfunké-
* nich aldehydd, s vyhodou glutardialdehydu. ;
2. Zptsob piipravy imobilizované penicilinacy-
| 1azy podle bodu 1, vyznadeny tim, Ze se enzym |
' penicilinacyldza nechd reagovat s celymi neporuse-
_nymi nativnimi anebo fyzikdlng, chemicky nebo !
. biochemicky oSetfenymi butikami nebo nerozpust-
 nymi fragmenty bunék riizné morfologie a s poly-
| funkénim aldehydem, s vyhodou glutardialde-

| hydem

3. Zpisob podle bodu 2, vyznaéeny tim, Ze se .
' pouZije rozpustné penicilinacylézy, kterd obsahuje '

volné vzniklych.

popfipad¢€ jiné bilkoviny provaze]1c1 ji v priibéhu a7 10 % hmotnostnich.

izolace.

4. Zpusob podle bodii 2 a 3, vyznaéeny tim, Ze

k reakci s enzymem a polyfunkémm aldehydem se

~ pouZije fragmentd nebo celych bunétnych stén
mikroorganismd, s vfhodou grampositivnich bak-

5. Zpiisob podle bodi 2 a 3, vyznadeny tim, Ze
k reakci s enzymem a polyfunkénim aldehydem se
pouZije fragmentd nebo <&asteéné uméle nebo
samovolné lyzovanych bun€k mikroorganisma
produkujicich penicilinacylazu.

. 6. Zpusob podle bodi 2, 3 a4, vyznaleny tim, Ze
k reakci s enzymem a polyfunkénim aldehydem se
pouzije odpadnich bunék, odpadni bunééné hmoty
nebo fragmentd z nich pfipravenych nebo samo-

7. Zpiisob podle bodi 2 aZ 6, vyznaceny tim, Ze
se pouZije polyfunkéniho aldehydu v mnoZstvi 0,1
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