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{(54) Spbsob pripravy nositov biologicky aktivnych latok o vysokej
vézobnej kapacite

Vyndlez sa tyka spdsobu pripravy nosi-
Zov biologicky aktivnych litok o vysokej
vizbovej kapacite. Podstata vyndlezu spoli-
va v tom, Ze sa xerogél kyseliny kremili-
tej, vzniknuty polymerizdciou okyslenych
vodnych roztokov kremi&itanov alkalickych
kovov uptravi v prvom stupni anorganickymi
kyselinami, v druhom stupni sa ziskany xe-—
rogél premyje vodou a postupne rozpidtadla-
mi s klesajlicou polaritou, v tretom stupni
sa zbavi organickych rozpistadiel, vysuSi
a vyZiha nafo sa v 3tvrtom stupni nechd vy-
suSeny xerogél reagovat s aminoalkylsildnom
a ziskany aminoalkylsildn sa aktivuje pre
reakciu s biologicky aktivnymi ldtkami,
Biologicky aktivne litky imobilizované na
nosidoch o vysokej vdzbovej aktivite majd
pou¥itie na pripravu imobilizovanych enzy=~
mov, na imobilizdciu afinitnych sorbentov,
buniek, lektinov a imunochemicky aktivnych
ldtok, vhodnych pre pouZitie v analytike,
medicine a katalyze enzymovych procesov.
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Vyndlez sa tyka spdsobu pripravy enzymovych nosifov, nosifov afinantoy a dallich biolo~
gicky aktivnych ldtok s vysokou vézobnou aktivitou.

Priprava nosifov biologicky aktivnych létok za d¥elom imobilizdcie enzymov a kovalentné-
ho viazania afinantov je ddkladne opisand napr. v Methods ‘in Enzymology Vol. XLIV, Immobili=-
zed Enzymes, Ed. Klaus Morbach, Academic Press, New York, San Francisco, London, 1976 alebo
Jaroslava Turkovéd: Affinity Chromatography, Elsevier Scientific Publishing Company, Amster-
dam, Oxford, New York, 1978, Organické létky, napr, celuldza, polyamidy, polyakrylamid a pod.
majd ako nosile isté nevyhody, nakolko nemajd dostatodnd mechanickd stabilitu, sd stlalitelné
a nemdiu sa pouZit za vy$3ich tlakov a sd citlivé na zmeny rozpiitadiel, vo&i zmenédm pH a
ionovej sily a sd biodegradabilné. Z toho dévodu sa Zastokrdt uprednostiiujd ldtky anorganic-
kého pdvodu s biologicky aktivnymi ldtkami viazanymi kovalentnou vizbou pomocou Bpecifickych
funk&nych skupin,

Z anorganickych materidlov ako nosife si popisované kysliBniky hlinika, niklu, titédnu,
Zeleza, zirkonu, dalej hydroxyapatit, kremiéitany a porézne sklo /Methods in Enzymology, Vol.
XLIV, uvedené z hora/. Nevyhodou uvedenych materiidlov je ich pomerne nizky merny povrch /do
100 mzlg/, v pripade kyslinikov kovov neinertnost povrchu a konefne pomerne vysoké vyrobné
ndklady, ktoré nosile na bédze skla o kontrolovanej velkosti porov robia ta¥ko pristupnymi
pre ¥ir3ie technologické vyuZitie, Nakolko nosi¥e anorganického pbvodu nemajd funk&né skupiny
schopné bezprostrednej chemickej reakcie s enzymom, afinantom a dal3imi biologicky aktivnymi
l4tkami, je nutnéd ich dprava, napr. pomocou aminoalkyisilénov, €im sa na povrch generujdi or-
ganické funk&né skupiny /napr. alkylamin/. Stupedl substitdcie nosi&ov anorganického pdvodu
organickymi funk&nymi skupinami je zdvisly od poftu reakcieschopnych anorganickfch funkénych
skupin. Poet reakcieschopnych anorganickych funkénych skupin je Umerny mernému povrchu enzy~-
mového nosida., Tak napr. stupeii alkylaminosildnu u /CPG 10-2 000/, skla s kontrolovanou vel-

24 strednéj velkosti pdérov 120 nm je 80 mol/kg. Je viak

kostou porov o mernom povrchu 12,5 m
délezité, aby nedo¥lo u nosi¥ov s vysokym Zpecifickym povrchom dal3ou dpravou k zhorZeniu me-

chanickych vlastnosti natolko, aby sa nedali uplatnit v rdmci technologického procesu.

Znadnd ast - SiOH skupin je pre viazanie enzymov nevyuZitelnd z priestorovych dbvodov
lebo sa nachddza v mikroporoch, Objem pdorov nosifov na bdze silikagelu alebo pdérovitého skla
milokedy preéahuje 1 cm3/g. Z uvedenych ddvodov je vdzbovd kapacita anorganickych nosidov pre
enzymy obvykle pomerne nizka, Priprava anorganickych nosidov biologicky aktivnych ldtok o vy-
sokej vdzbovej kapacite, ktord odstrafiuje zhora uvedené nedostatky nosiov anorganického pévo=

du je zahrnutd v predkladanom vyndleze. -

Podstata vyndlezu spoliva v tom, Ze sa vlhky xerogél kyseliny kremi&itej, vzniknuty po-
lymerizédciou okyslenych vodnych roztokov kremifitanov alkalickych kovov upravuje v prvom stup-
ni anorganickymi kyselinami, s vyhodou kyselinou sirovou, alebo kyselinou chlérovodikovou
alebo kyselinou dusi&nou alebo kyselinou fosforefnou alebo organickymi kyselinami, ako napr.
kyselinou trichléroctovou a v druhom stupni sa ziskany xerogél premyva najprv vodou a postupne
rozpti¥tadlami s klesajicou polaritou s vyhodou etanolu a acetdnu, nalo sa produkt v tretom
stupni zbavi organickych rozpdStadiel, vysu$i a vyZiha pri teplotdch 200 a% 900 °C, s vyhodou
pri teplote 700 a% 750 ©C, nadc sa v $tvrtom stupni vysu3eny xerogél nechd reagovat s amino~
alkylsildnom /s vyhodou gama-aminopropyltrietoxysildnom/ pri teplote 100 a% 110 °C, po dobu
2 a% 10 hodin a ziskany aminoalkylsilédn sa aktivuje zndmymi postupmi pre reakciu s biologicky

aktivoymi 1l4tkami.
Vyhodou postupu pripravy nosidov biologicky aktivnych ldtok podIa uvedeného vyndlezu je:

~ vysoky objem porov a koncentrdcia - SiOH skupin, ktoré rezultujd vo
- vysoky stupefi substitdcie silikagelu organickymi funk&nymi skupinami /a%Z 1,76 mol/kg/

- vyhovujidice mechanické vlastnosti pre ndsadové aj kolonové pouitie, vEitane vysokotla~=

kovych koldn

- nizke vyrobné ndklady a tomu zodpovedajica nizka cena pripraveného nosila,
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Priklady prevedenia

Priklad 1 .

200 ml vodného roztoku kremiZfitanu sodného /vodného skla/ o obsahu 9,20 % hmot. §i0, sa
zmieSa 80 130 ml 3 % hmot. kyseliny dusinej a zhomogenizuje sa, Vzniknutd zatuhnutd masa hyd-
rogélu kyseliny kremiitej sa mechanicky rozru$i a rozmie¥a s 250 ml 65%-nej kyseliny dusilnej
alebo 180 ml konc. kyseliny sirovej alebo 300 ml 55 Z hmot. kyseliny fosfore&nej alebo 200 g
kyseliny trichldroctovej a ponechd sa za ob&asného zamieSania do druhého dfia, ked sa zmes
zriedi destilovanou vodou, sfiltruje a dokonale premyje destilovanou vodou do neutrédlnej re-
akcie, na¥o sa dalej premyva postupne etylakoholom a nakoniec acetonom. Materidl sa zbavi
zvydku organickfch rozpiitadiel vysufenim a stabilizuje sa pri teplotdch 200 aZ 900 oC, s vy-
hodou pri 700 a% 750 ©°C.

Ziskany silikagel /10 g/ s vysokym mernym povrchom /500 n? g" a ‘s objemom pdrov 2 ai
3 ml g=1/ a 5 priemernymi rozmermi pérov 20 am, sa temperoval po dobu 10 hodin pri teplote
550 °C, Aktivovany silikagel /10 g/ sa pou%il na silanizdciu, ktord sa vykonala v 10Z-nom
roztoku gama-aminopropyltrietoxysildnu v toluéne /100 ml/, pri teplote 110 °C, po dobu 10 ho~
din. Produkt sa po silanizdcii premyval nadbytkom teluénu /600 ml/ a v dalSom nadbytku toluénu
/400 ml/ sa ziskany produkt zohrieval po dobu 4 hodin pro 110 °C za d¥elom dokonalej extrakcie
nezreagovaného gama-aminopropyltrietoxysildnu. Premyty derivdt silikagélu sa sufil cez noc
pri teplote 100 °C a charakterizoval na obsah primdrnych aminoskupin pomocou metody vyuiivajd-
cej 2,4,6-trinitrobenzénsulfonovd kyselinu /H. Wand, M. Rudel, H. Dantzemberg, Z. Chemie, 18,
224, 1978/, Obsah brimérnych aminoskupin bol 1,42 mol/kg, Silikagel s primdrnymi aminoskupi-
nami /10 g/ sa nechal dalej reagovat s tiofosgénom. /PouZil sa 10%Z-ny roztok tiofosgénu
v 200 ml chloroformu/ pri teplote 100 ©C cez noc. Derivatizovany silikagel sa premyl nadbyt-
kom 800 ml chloroformu a GysuEil. Primdrne aminoskupiny sa previedli kvantitativne na izotio-
kyandtové funk¥né skupiny, Eomu zodpovedd vizbovid kapacita modifikovaného silikagelu vodi
/U-1“C[ L-cysteinu /1,41 mol/kg/ a Ju-14c/ L-valinu /1,36 mol/kg/.

Takto pripraveny nosi¥ moZno pou¥it na imobilizdciu biologicky aktivanych l4tok, napr.
enzymov. Tak paéudocholinesteréza /acetylcholin acyl hydrol¥xa, EC 3.1.1.8/ z konskej plazmy
/0,5 g3 2 mkat . mg"/ sa rozpustila v 200 ml 0,02 M bordtového pufru /pH 8,5/ a pridalo sa
10 g polyizotiokyandtového derivitu silikaéelu. Imobilizdcia sa vykonala za mie3ania po dobu
4 hodin pri teplote miestnosti. Nezreagovany rozpustny enzym sa vymyl 2 M NaCl /500 ml/, Imo-

1

bilizovany enzym si podriael aktivitu 71 @kat . g1 vo zvlih&enom stave pri teplote 4 °C po do-

bu 60 dni,

Priklad 2
‘ "

Silikagél /10 g/obsahujdci primdrne aminoskupiny, pripraveny tak, ako je uvedené v pri-
klade 1 sa homogénne zalial 2 ml vody a pridalo sa 10 ml 2-chlérmetylaxirdnu, Reakcia prebie-
hala 3 hodiny pri izbovej teplote a potom 30 mindt pri 40 °C. Reak¥ny produkt sa premyl eta-
nolem, vysudil a charakterizoval sa obsah oxiramovyjch funk&nych skupin 1,2 mol/kg. Takto pri-
praveny nosi& /10 g/ sa pouZil k imobilizdcii pseudocholinesterdzy .z konskej plazmy /0,5 g;

2 @kat . mg'1/ rozpusteny v 200 ml 0,02 M borédtového pufru /pH 8,5/, Imobilizdcia sa vykonala
za pretrepdvania na mechanickej trepadke 4 hodiny pri teplote miestnosti. Nezreagovany roz-

pustny enzym sa vymyl 2 M NaCl /500 ml/.

Imobilizovany enzym si podrZal aktivitu 67,5 ukat . g'1 vo zvlh&enom stave pri 4 °C po
dobu 90 dni.
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Priklad 3

ta silikagelu pomo=

Tak ako je uvedené v priklade 1 s t¢ym rozdielom, Ze reakcia silanizé
cou gama-aminopropyltrietoxysildnu sa vykonala pri teplote 10C¢ °C po dobu 2 hodiu a ziskauy
aminopropylderivdt silikagélu s obsahom primdrnych aminoskupin 1,76 mol/kg sa previadol v re-
akcii s tiofosgénom na polyizotiokyandt s obsahom izotiokyandtovych skupin 1,66 mol/kg. Uve~-
deny polyizotiokyandt silikagélu /1 g/ sa pou¥il na reakciu s p~/omega-aminometyl/ fenylbord-
novou kyselinou /0,2 g/ a ziskany bordnmovy derividt silikagélu sa pou¥il na afinitnd sorbciu

enzymov so serinom v aktivmom centre.

Priklad 4

Tak ako je uvedené v priklade 1 s tym rozdielom, ¥& na reakciu silanizdcie sa pou¥il
silikagél s mernym povrchom 30 mzlg. Obsah primdrnych aminoskupin v ziskasom alkylaminosilédne
bol 0,22 mol/kg. Ziskany aminoalkylsilikagél /10 g/ sa nechal reagovat s anhydridom kyseliny
jantdrovej /3 g/ v chloroforme /200 ml/ pri teplote 80 °C po dobu 7 hodin. Reakiny produkt sa
premyl vo vode /500 ml/ a v acetdne /300 ml/ a vysu3il. Dal¥ia modifikdeia silikagélu, obsa=
hujdceho voIné karboxylové skupiny /0,19 mol/kg/ sa vykonala v 2%~nom vodnom roztoku i-cyklo=
hexyl=3-/2~morfolinoetyl/karbodiimidu o pH 4,8 za mieBania pri izbovej teplote po dobu 1 ho=~
diuy. Ziskany derivatizovany silikagél sa premyl 4 razy vodou /500 ml/ a imobilizdcia pseudo-
chlinesterdzy sa vykonala rovnako, ako je uvedené v priklade 1, s tym rozdielom, ¥%e teplota

pri reakcil sa udeZiavala v rozmedzi 0 a¥ 2 °C,.

Aktivita imobilizovanej pseudocholinesterdzy bela 52 ukat . g"i.

Priklad 5

Tak ako uvedené v priklade t, s tym rczdielom, Ze namiesto pseudocholinesterdzy sa po-
u%ila glukoamyldza /alfa-1,4-glukan glukohydrolédza, EC, 3,2,1.3/ z Endomycopsis bispora,

Aktivita imobilizovaného enzfjmu bola 60,2 mkat . g"l,

Biologicky aktivne ldtky imobilizované na uvedenych nosiéoch o vysckej vdzobnej aktivite
moZno pouZit na pripravu imobilizovanych enzymov, na imobilizdciu afinitnych sorbentov, buniek,
lektinov a imunochemicky aktivnych 1dtok, vhodnych pre pouZitie v analytike, medicine a kata~

lyze enzymovych procesov.

PREDMET VYNAKLEZTU

Spbdsob pripravy nosifov biologicky aktivnych 1dtok o vysokej vdzbovej kapacite vyznaleny
tym, Ze vlhky xerogél kyseliny kremilitej, vzniknuty polymerizdciou okyslenych vodnych rozto-
kov kremilitanov alkalickych kovov sa upravuje v prvom stupni anorganickymi kyselinami, s vy-
hodou kyselinou sirovou, alebo kyselinou chlorovodikovou alebo kyselinou dusidnou alebo kyse-
linou fosforelnou alebo organickymi kyselinami, s vyhodou s kyselinou trichléroctovou a v dru-
hom stupni sa ziskanj xerogél premyva najprv vodou a postupne rozpditadlami s klesajdcou pola~
ritou s vyhodou etylalkoholu a acetdénu, nalo sa produkt v tretfom stupni zbavi organickych
rozpi¥tadiel, vysu$i a vyZiha pri teplotdch 200 a% 900 °C, s vyhodou pri teplote 700 a¥ 750 °c,
nafo sa v Stvrtom stupni vysuSeny xerogél nechd reagovat s aminoalkylsildnom s vyhodou s gama-
-aminopropyltrietoxysildnom pri teplote 100 aZ 110 °C, po dobu 2 a% 10 hodin a ziskany amino-

alkylsildn sa aktivuje zndmymi postupmi pre reakciu s biclogicky aktivaymi litkami.

Severografia, n. p.. z4vod 7, Most
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