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Vyndlez se tyk4 pevného biokatslyzdtoru k enzymové preméné benzylpenicilinu na kgsellnu
6-aminopenicildnovou a zplsobu jeho p¥ipravy. Pevnym biokatalyzdtorem se zde rozumi granulo-
vany preparét sestdvajic{ z mikrobidlnich bunék obsehujicfch aktivn{ enzym penicilinacylézu,
které jsou chemicky‘vézané na povrch pevnych &dstic syntetického polymeru takovym zpisobem,
Ze nejsou uvolnovany pri technologickych operacich nezbytnych pro enzymatickou preménu ben-
zylpenicilinu na kyselinu 6-aminopenicilénovou (6-APK).

6-APK je vychozi létkou pro piriprevu derivétd penicilinu & ziskévé se nejvyhodnéji
z benzylpenicilinu od&tépenim kyseliny fenyloctové. Toto 8tépen{ lze provadst chemicky nebo
biokatalyticky specifickym enzymem penicilinacyldzou (EC 3.5.1.11). Vzhledem k chemické le-
bilit& molekuly pgnlcillnu Je chemicky zpisob prfipravy 6-APK velmi néroény (chemické chréané-
ni skupin, teploté reakdni smési kolem -50 °C apod.).

Enzym penicilinacyldza je vytvaben riznymi mikroorgenismy e vhodnou geneticku manipula-
¢l se jeho produkce v bunkdch A& Pédove zvy8it jako je tomu u kmene Escherichis coli - 711,
ziskaného podle &s. sutorského osvédieni &. 162274; kmen je chrén&n podle &s. autorského
osvédleni &. 188631,

Pro vlastni konverzi benzylpenicilinu lze pouzft izolovany a do uréitého stupné pred-
tistény enzym, nejlépe imobilizoveny na vhodném nosidi, nebo‘celé bunky produkdniho mikro-

organismu. PouzZiti celych bun&k vak predstavuje znadnou ekonomickou dsporu, nebof se vylu-
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duje proces desintegrace bungk, izolace & pre€isténi enzymu, popripedé jeho imobilizace
na pevny nosié&, : |

PouZiti bun&&né suspenze pro vlastni konverzi benzylpenicilinu mé v3ak Fedu technolo-
gickych a ekonomickych nedostatkl. Vzhledem ke svyw malym rozm&rim (U,3 az 3 um) se bunky
obti¥n& z reekéni smdsi separuji a nelze jich pouZit opakoven&, Proto nejen pro uvaZovany
proces, ale i pro jiné enzymové technologické procesy, kde je vyhodné pouZivet celych bunék,
se hledaji zplsoby, jek zlep3it jejich separovatelnost. Optimélnf by byl tekovy zpusob, ktery
by sou¥esn& umo¥nil mnohonésobné pouZiti bunédného prepardtu. K tomuto cili bylo v rdaznych
pracech navrieno pou¥ivat &dstelek polymeru obsahujicich fyzikéln® imobilizované bunky. Mej-
asté J5{ je zplsob uzavieni bundk do celého objemu Zdstedek.

P$i tomto zplsobu, ve vztehu k piredm&tnému vynélezu, jde predevdim o fyzikdlnl uzaviend
bakteridlnfch nativnich bun&k obsshujicich penicilinacyldzu nebo Cdste&n& narusenych népi.
toluenem do agarovych granuli podle &s. patentu &. 113 908, do poly(ekrylamidového) gelu
(1. Ssto, T. Tosa, Y. Chibata, Europeen. J. Appl. Microbiol., 2, 153, 1976) nebo do vldken
triscetdtu celuldzy (D. Dinelli, Proc. Eiochem., 7, 9, 1972) a vyuZiti takto uzavrenych na-
tivnich bunék v gelavé matrici pro p¥ipravu 6-APK 3tépenim benzylpenicilinu obvykle konti-
nuédlnim zplspbem, technikou cirkulace silné pufrovaného roztcku benzylpenicilinu naplnf ko~

lony & mimokolonové Upravy pH reekdni sm&si (ph stst by pass) jednostupnové nebo systémem
kaskéddové zapojenych kolon.

Uvedené zplsoby nejsou vyhodné z hlediska pramyslového vyuzitf, nebot pii tomto zplsobu

Jje rychlost enzymové reakce silng iimitovéna difuzi dvoji difuzni bariérou (gel & bunédna
sténa), dochdz{ k nepfiznivému vytvoreni gradientu pi lokdlni kumulaci produktu reakce,
6~APK a kyseliny fenyloctové, & k inhibici reakce, v ddsledku 8ehoZ se sniZuje reakéni rych-
lost & stupen hydrolyzy benzylpenicilinu a reakce se zastavuje obvykle na nizkém absolptnim
vytétku (40 a% TO %) p¥i pom&érn& nizkych koncentrecich benzylpenicilinu (1 a% 4 #%). Dalsi
nevyhodou vyuZiti fyzikdlntho uzavien{ nativnich mikrobidlnich bun&k do gelové matrice Jje,
%e nativanf bunky v pribdhu opakoveného vyuZit{ lyzuji, takie se z nich enzym spolu s balast-
nimi bllkovinemi uvoliuje, &im¥% se sni¥uje rychlost a W&innost enzymové trensformace a také
kvalita produktu v ddsledku obsaZenych bilkovin (polosyntetické peniciliny z tekto priprave-
né 6-APK navozujl alergické reakce u &lovéka a zviPete).

Je proto nezbytn& nutné, aeby nejen difuze substrdtu k enzymu, ale zejména produktd
reakce od enzymu byla co nejrychlejsi, a aby byl enzym v bunkéch chemicky stabilizovén. Vieth,
Wang a Saini (Biotechnol. Bioeng., 15, 565, 1973) pouZili tak zvané metody komplexovéni s ko=
lagenem, kterd spodivéd v tom, Ze kolagen se disperguje, smisi se suspenzi bunék a smés se vy-
sudi na folii., Pak se na ni pisobi glutardialdehydem. Takto komplexovali bunky Streptomyces
phaeochromogenes, obsahujici enzym glukdzoizomerdzu (Enzyme Engineering, ed. E. K. Pye a
L. B. Wingard jr., Plenum Press, N. Y., 1974). V tomto pripadé jde patrné o &dstedné uzavireni
do sité& polymeru a &dsteénou vazbu na povrch polymernich &dstic spolu s chemickou stabilizaci{
enzymu jeho kovalentnim zesiténim uvniti bunék.

Predmétem vynélezu je pevny biokatalyzétor k enzymové premé&né benzylpenicilinu ne kyse-
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linu 6~-aminopenicilédnovou, vyznedeny tim, Ze je tvoren pevnym jédrem ze syntetického polyme-
ru o velikosti 10 e% 1000 um, na jehoZ povrchu jsou prostrednictvim glutaraldehydu navézény
bunky vysokoproduk&niho kmene Escherichia coli-77 obsahujici vysoké mnoZstvi penicilinacyld-
zy. Tyto bunky Jjsou na povrchu vézény tak pevn¥, Ze nejsou uvolnovény pri technologicky ne-
zbytnych operacich pou%ivanych pi*i enzymové konverzi benzylpenicilinu na kyselinu 6-~amino~
penicildnovou & pfi ndsledné separaci granulovaného preparétu, a to ani pii opakovenych vy-
robnfch cyklech. Vazba bunék na synteticky polymer nesouci na svém povrchu eminoskupiny je
zprostredkovéna gluterdialdehydem, ¢imZ dojde i ke stabilizaci enzymu jeho kovalentnim zesi-
ténim spolu s buné&nym obssahem.

Predmétem vyndlezu je ddle zpdsob pPipravy pevného bibkatélyzétoru, vyznadeny tim, Ze
na' granulovany synteticky polymer obsahujfci chemické skupiny schopné reagovet s aminy vy~
brené ze skupiny zehrnujici epoxidovy cyklus, aldehydovou skupinu, azidovou skupinu & akti-
vovené estery typu -CO-X, kde X je zbytek p-nitrofenolu, 2,3,5-trichlorfenolu, 8-hydroxychi-
nolinu, N-hydroxysukcinimidu, N-hydroxyftalimidu se plsob{ amoniakem nwbo létkou obsahujici
ne jménd dvé& aminoskupiny, z nichZ alespon Jjedna Je primarni{ p¥i teplot& 10 a%Z 100 °C a tlaku
J,1 a% 0,3 MPa, po probéhnuti reakce se odstrani prebytedns ldtka a piipadné zplodiny a na
odseparovany synteticky polymer nesouci nyni na svém povrchu amoniskupiny se p&sobi ne jprve
glutardialdehydem a po odstranéni jeho nezreagovaného podilu se grenule uvedou ve styk
se suspenzi bun&k Escherichia coli obsahujicich aktivni enzym penicilinacylézu.

Epoxidové, aldehydové skupiny, azidy karboxylovych kyselin nebo aktivované estery kar-
boxylovych kyselin, tj. estery -CO-X, kde X je zbytek p-nitrofenolu, 2,3,5-trichlorfenolu,
8-hydroxychinolinu, N-hydroxysukcinimidu, N~hydroxyftalimidu, Jjsou schopné reagovat s litka-
mi obsahujicimi aminoskupiny takovym zpiscbem, Ze tuto ldatku pevn& vazi.

Touto reakci se ziskd meziprodukt, predstavovany syntetickym polymerem nesoucim n& po-
vrchu aminoskupinu, na které se pak pomoci glutardialdehydu chemicky véZou mikrobidln{ bun-
ky. Tuto vazbu lze provad&t tak, Ze na synteticky polymer se nejprve plsobi glutardialdehy-
dem @ pak se uvede v kontakt se suspenzi bunék, nebo se bunky smisi se syntetickym polymerem
v prostred{ glutardialdehyd obsshujicim. Styk bunZk s glutardialdehydem neni na zavadu,
naopek stabilizuje jejich enzymovou aktivitu. Bunky nelyzuji & enzym se z nich neuvolnu je.

Zpisobem dle vyndlezu lze ddle postupovet tak, Ze suspenze bun&k, privédéna ve styk
s granulemi, na které ji% bylo plsobeno glutardialdehydem, obsahuje bunky Escherichia coli,
které byly predbéZné uchovavény 20 s% 360 minut pri teplotZ 0 - 30 °C v roztoku obsshujicim
0,5 a% 6 % w/w glutardialdehydu o pH 7. »

Pri pripravé biokatalyzdtoru zplsobem dle vyndlezu je moZné postupovat tak, Ze &sstice
éyntetického polymeru, ktery jiZ zreasgoval s amoniskem nebo s latkou obsshujic{ nejmén& dvé
aminoskupiny, z nich% alespon jedna je primarni, & nese tudif ji% na svém povrchu aminosku-
piny, se vnese do suspenze bun&k Escherichia coli obsshujicich aktivni penicilinacyldzu, kde
Jje v kapalné fézi 0,5 aZ 10 % w/w glutardiasldehydu a ponechd za teploty 20 az 40 °c reagovat
20 8% 1440 minut za mirného michéni p#i pH 6;5 a% 8,5.

Prednost{ pevného biokatalyzdtoru podle vyndlezu je pritomnost bunék na povrchu &éstic,
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iak¥n Aifpznd dréhe molekul X enzymu neni deldi ne? u nativnich bungk. Daldf vjhodou je &i-
raks wolltelnost vychoziho syntetického polymeru, jehoZ fyzikdlni a chemické vlastnosti

ne jeou determinovény po¥adavkem na prostupnost pro substrdr aprodukty jako je tomu v pripads
nwaavien! bundk do hmoty polymeru. Je moZné pouzit nosidld, jeZ obsshuji epoxyskupiny, napi.
na hAazi kopolymerl glycidylmethekrylatd p¥ipravené s vyhodou podle &s. autroského osvédéent
#. 1'fy112, aldehydové skupiny na bézi modifikdtd prede3lych polymerd podle &s. aut .ského
navaddeni &, 188372 nebo pripravené polymerizaci nenasycenych aldehydi podle &s. autorského
osvédten! &, 174529, komerdénd dostupnych nosi&d typu Spheron, Enzacryl, vhodné modifikova-
nyeh tak, aby obsshovaly azidové, aktivni esterové & dal3i skupiny schopné reakce wvedouc{

k vezbé aminoskupiny. PPednosti zpdsobu vyrobypodle vyndlezy je moZnost volit razné moleku~
iy, kterymi se na povrch polymeru zavdd&ji eminoskupiny. Tim lze upravovat mikrookoi! bunék
a regulovat délku distanéni spojky, kterou jsou polymer a bunka spojeny.

Urapulovany biokastalyzdtor miZe byt poufit jak pro vsddkovy, tak pro kontinudini zpi-
sob premény benzylpenicilinu ne kyselinu 6-aminopenicildnovou, pokud je vhodn¢ udrZovana
rankce medim, Je samozPe jmé, %e poufitim jiného mikroorganismu (kmene) lze podle vyndiszo
pripravit biokatalyzdtor s odlisnym kvalitativnim a kvantitativnim zastoupenim enzywoyjch
aktlvit.

¥ Aal¥im je vyndlez bliZe objasnén v pfikladech provedeni, aniZ by se jimi omezuwal.

Prixian 1

Do reakni nddoby o objemu 5 1 opatiené michadlem bylo naddvkovdno 79 g kopolymeru
methakr ylaldehyd-divinylbenzen (1,76 mmol/g aldehydovych skupin), 2 1 1,4-dioxanu, i i vody
8 230 g hexsmethylendiaminu & sm@s byle michéna pri <0 % 3 hodiny. Ziskany produkt obsaho-
yal po sepasraci promytim vodou a alkoholem 0,96 mmol/g navézaného diaminu,

o dvoulitrové nddoby bylo piedloZeno 1,2 1 vody a v n{ suspendovéno 75 g produktu
pfedehoz] reakce a 75 g bunddné pasty E. coli - 77 s penicilinacyldzovou aktivitou. Za mi-
chand pPi 30 °c bylo do smeési naddvkovéno 60 ml 504 vodného roztoku glutardisldehydu a swmés
byis udrZovéna pri této teplot& 6 hodin. Pevna féze byla odfiltrovéna a promyta vouou 8
astanovena zachycend enzymovd aktivita, ktera &inila 70,1 #. Specifické aktivita prepardtu
¢inila 0,85 j/mg vlhké hmoty.

Aktivita penicilinacyldzy byla hodnocena spektrofotometricky podle &s. petentu &.
116959 v modifikaci podle Balasinghema a sp. (Biochim. Biophys. Acta, 276, 250, 1972),
pri 42 °C & hodnoté pH 7,6 v oblasti reakini kinetiky nultého rdadu. Jednotka enzymové akti-
vity je takové mnoZistvi{ enzymu, které katalyzuje vznik jednoho umolu 6-APK z Na~-soli ben-
zylpenicilinu za hodinu.

135 g vlhkych popsanym zpisobem imobilizovanych bundk bylo vneseno do jednolitrového
micheného sklenéného reaktoru a doplné&no na objem 500 ml vodou. Touto suspenzi byly provede-
ny opakované cykly konverze 7 % (w/w) Na-soli benzylpenicilinu na 6~-APK vsddkovym zpusobem
pri teploté 37 °c spolu s kontinudlnim udrZovénim pH koncentrovenym vodnim roztokem &pavku

na hodnoté 7,8. Hmota vneseného benzylpenicilinu byla korigovéna na objem vlhkého biokataly-
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zachycend enzymova sktivita, jek je uvedeno v pfikladu 1, kters &inlid 29,5 «.

einis aktivite prepardtu &inila 0,76 j/mg vlhké hmoty.
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4 g v.nkjch popsanym zpusobem imobilizovanych bunék bylo vazzens

airlenénéhc reaktoru a doplnéno na objem 50 ml vodou & byly pruveden) GLBEOVEanS Gy Kiy worarer
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26 5 4 {w/w) Ne-soli benzylpenicilinu na 6-APK vsadkovym zpisoten zs podminek uvadenynh

v pfikiadu 1. Byly sledovény tfi opakovené cykly konverze s pramérnym vytéZkem T oo wanvo.

ticky vzniklého mno¥stvi 6-APK za < hodiny.

Priklad 3

Stejnym zplsobem jako v prixladu 1 byla provedena modifikace 2 g kopolymeru methaxn,  #. -
dehyd-divinylbenzen se 4 g diethylentriaminu (1,5-diamino-3-szapentanu) & ziskan produkt
obsahujic{ 1,04 mmol/g vézaného aminu. Obdobné jako v prikladu 2 byla provedena reaxce 5 bu-
aéZnou pastou uvedeného kmehe a ziskén produkt se zachycenou aektivitou enzymu 57 % a speci-
fickou aktivitou 0,66 j/mg vlhké hmoty.

S 5 g vihkych popsanym zpasobem imobilizovanych bunék bylo provedeno > opakovanych

cykla konverze za podminek uvedenjch v prikladu 2 s pramérnym vytéZkem konverze benzylpeni-

cilinu na 6~APK 63 % teorie za 2 hodiny.

Priklad 4

Produkt obsahujfci vézeny ethylendiemin ziskany zpisobem podle prikladu 2 (v g) byl
amfsen s 5 ml 50#% vodného rozt?ku glutardialdehydu & 50 ml vody a michédn pri teploté mist-
nosti 1 hodinu. Odfiltrovans a vodou promytd pevad fdze byla suspendovéna spolu se stejoym
mnoistvim buné¥né pasty uvedeného kmene v 75 ml vody & smés byla michéna 24 hodin pPi tegpice

té mistnosti. Zachycend aktivite enzymu po separaci byla 3,2 » a specifické aktivita byla

0,09 j/mg vlhké hmoty.
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Prikled 5

10 g kopolymeru glycidylmethekryldt-ethylendimethakryldt (3,5 mmol/g epoxyskupin) bylo
suspendovéno p¥i teplotd 80 °C ve 100 ml komer#nfho roztoku amonieku a ponechdno 4 hodiny
reagovat. Po promyt{ vodou & separaci obsehoval produkt 2,0 mmol/g aminoskupin. 5 g tohoto
nosite bylo smiZeno se 4 ml 50» vodného roztoku glutardialdehydu & 75 ml vody a % g bunéé&né
pasty. uvedengho kmene. Za neustdlého michdnf probihela reakce po dobu 6 hodin,pocté byl
pevay podil odfiltrovén a promyt vodou. Zachycens aktivita enzymu byla 17 %, specifické
aktivita &inila 0,90 j/mg vlhké véhy.

S popsanym zpisobem ziskanym prepardtem imobilizovanych bun&k byly provedeny testy
stability enzymové aktivity tak, Ze 10 g vlhkého preparéatu bylo vpraveno do 100 ml Erlen-
mayerovy baiky a suspendovéno ve vods na objem 50 ml; banka byla uzavPens zatkou. Suspenze
byla trepdna na rota¥nim tfepacim stroji o podtu otddek 250/min pri 38 °C 60 dnt a v riaznych
tasovych intervalech byla sledovdna aktivita enzymu ve filtrdtu a sedimentu odebranych vzor-
kG, Po 60 dnech nepretr¥itého t¥epdni za vySe uvedenych podmfnek nedodlo k poklesu aktivity

enzymu sedimentu; filtrat byl &iry, neopalescentni a jeho enzymové aktivita byla nulova,

Priklad 6

10 g kopolymeru glycidylmethakrylét-ethylendimethakrylét bylo smiseno s 60 ml ethyldia~
minu a reakéni smés udrZovdna 4 hodiny pii 40 °c. Po promyti vodou obsshoval produkt reskce
2,4 mmol/g vézaného diaminu. Celé mnoZstvi bylo smiseno se stejnym mnoZstvim bun&lné pasty
uvedeného kmene a 150 ml vody ; po rozmichdni bylo pridéno 8 ml 504 vodného roztoku glutar-
dialdehydu. Po 4 hodindch reakce pri teplotd 10 o byl pevay podil odseparovan a promyt vo-
dou a byla stenovena zachycend aktivita enzymu, kterd Sinila 27,8 %, pri specifické aktivite
0,80 j/mg vlhké hmoty.

S popsanym zb&sobem ziskenym preparétem imobilizovenych bunék byly provedeny testy
stebility enzymové aktivity stejn& jako je uvedeno v prikladu 5 a po 60 dnech nepietrzitého
tfepdni byl filtré4t &iry, neopalescentni a aktivita enzymu v ném byle nulovéd. K poklesu

aktivity enzymu v sedimentu nedoslo.

Priklad 7

5 g polymeru s primdrnimi eaminoskupinemi, ziskeného zpisobem podle pFikladu 5, bylo
smiseno s 5 ml 50% vodného roztoku glutardialdehydu & 50 ml vody. Po jedné hodiné michdn{
pri teploté 20 °c bylo ke smési priddno 5 g bun¥iné pasty uvedeného kmene & pokradovéno
v michén{ daléich 6 hodin. Po separaci pevné fdze a promyt{ vodou byla zjisténa zachycend
aktivita enzymu 5,1 % a specifickd aktivita 0,23 j/mg vlhké hmoty.

P¥{klad 8

Do nédoby opatiené michadlem, obsahujic{ 100 ml smesi l,4=-dioxan - voda (2 : 1) bylo
priddno 25 g 1,6-dianinohexanu & po rozpusténi pridéno 20 g sférického (perlového) kopolyme~
ru N-(hydroxypropyl)-methakrylamidu s p-nitrofenylovym esterem methekryloylglycinu sifované-



200 802

ho 3-methylenpentemethylen-trimethakryldt (priprave popsdna v &s. autorském osvéddeni

%, 173846). Po 1 hodiné michéni za pokojové teploty byl polymer promyvén nejprve l# roztoxem
Nazco3 a potom destilovanou vodou a% do vymizeni 2Zlutého zabarveni. Produkt obsahoval

0,61 mmol/g navézaného diaminu. Dal3i postup imobilizace bunék uvedeného kmene byl proveden
Jako v prikladu 1. Pevnd féze byla odfiltrovéne & promyte vodou. Stanovend zachycend akti-
vita enzymu &inila 52,4 % a specifické aktivita preparétu 0,78 j/mg vlhké huoty.

S popsanym zplsobem ziskenym preparitem imobilizovanych bunék byly proveden) test,
stability enzymové Uéinnosti tak, Ze 27 g vlhké hmoty bylo vpraveno do 200 ml Erlenmayerovy
baﬂky & suspendovéno v destilované vodé na objem 100 ml. Déle bylo postupovano jako je uve-
deno v pPikladech 5 & 6. Po 3 m&sicich neprfetriitého trepdni pri 38 °C inila nalezené
aktivita enzymu v sedimentu 87 % puvodni aktivity; filtrat byl &iry, neopalescentni & &kti-

vita enzymu v ném byla nulové.

Priklad 9

Do 250 ml benky obsahujici 100 ml hexanolu & 20 ml bezvodého hydrazinu bylo piidéno
20 g makroporézniho 2-hydroxyethyl-methakryldtového gelu (Spheron), uzavieno zpé&tnym chladi-
tem & zahrivdno 8 hodin ne& ole jové ldézni 145 °c teplé. Po vychladnuti byle reakéni smés zrle-
déne vodou, hexanol odlit & nosié promyt nedbytkem methanolu a opét vodou. Po vymizeni hyd-
razinu v promyvac{ vodé byl nosi& suspendovéan v 1000 ml ledové vody a priddno 25 aml konc.
kyseliny chlorovodikové. Za teploty 3 °¢ byl priddvan za michani{ roztok 12,5 g dusitanu
sodného ve 20 ml ledové vody. Po probéhnuti reakce byl gel promyvén ledovou vodou okyselenou
kyselinou chlorovodikovou a% do vymizeni reakce na dusitany. Produkt byl suspendovén
ve 100 ml fosfétového pufru (0,2 M, pH 8,4) a za chlazeni bylo prriddno 20 ml 504 roztoku
1,6-Aiaminohexanu. Hodnota ph reakce se podle potieby udrovala kolem 8,4. Gel byl dexkanto-
vén a pouZit, jek je uvedeno v prikladu l. Zachycenéd esktivita enzymu ¢inila 3% w & specific-

k4 aktivita 0,54 j/mg vlhké hmoty.

Priklad 10 »
1 g Enzacryl AH (Koch-Light Lab. Ltd.( byl suspendovén v 50 ml 2 N kyseliny chlorovodi-

kové a ochlazen ledem. Pozvolna za michdnf byl priddvan ledovy roztok dusitanu sodného

(40 ml, 2 #). Po 30 min byl gel promyt ledovou vodou okyselenou kyselinou chlorovodikovou

a% do vymizeni{ reakce na dusitany. Vazba 1,6~diaminohexanu a vezba bunek byla provedena jako

v piikladech 9 a 1. Zachycend aktivita enzymu &inila 27 4 & specificks aktivita 0,36 j/mg

vlhké hmoty.

PREEDMET VvVYINALEZU

1. Pevny biokatalyzdtor k enzymové preméné benzylpenicilinu na kyselinu 6-sminopenicilénovou,
vyznadeny tim, Ze Jje tvolren pevnym jédrem ze synthetického polymeru, obsshujiciho chemické

skupiny schopné reagovat s aminy, vybrané ze skupiny zahrnujici epoxidovy cyklus, aldehy-
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dovou skupinu, azidovou skupinu & aktivované estery typu -CO-X, kde X je zbytek p-nitro-
fenolu; 2,3,5-trichlorfenolu, S-hydroxychinolinu, N-hydroxysukcinimidu, N-hydroxyftali~
midu o velikosti 10 aZ 1000 um na jehoZ povrchu Jjsou prostfe@nictvim glutaraldehydu
navézény bunky vysokoprodukdniho kmene Escherichia coli-77 obsahujici vysoké mnozstvi
penicilinacyldzy.

Zpasob piripravy pevného biokatalyzédtoru podle bodu 1, vyznadeny tim, Ze na granulovany
synteticky polymer obsshujfci chemické skupiny schopné reagovet s eminy vybrané ze sku-
piny zshrnujici epoxidovy cyklus, aldehydovou skupinu, azidovou skupinu a aktivované
estery typu -CO-X, kde X je zbytek p-nitrofenolu, 2,3,5-trichlorfenclu, 8-hydroxychino- '
linu, N-hydroxysukcinimidu, N-hydroxyftalimidu se plsobi amoniskem nebo létkou obsshuji-
ci{ neJjméné dvé aminoskupiny, z nich% alespon jedna je primérni p¥i teploté 10 az 100 °¢
a tlaku O,1 aZ 0,3 MPa, po probéhnuti reakce se odstrani prebytedna ldtke a pripedné
zplodiny reakce & n& odseparovany synteticky.pplymar nesouci nyni ne svém povrchu emino-
skupiny se plsobi nejprve glutardialdehydem & po odstren&ni Jjeho nezreagovanéhc podilu
se granule uvedou ve styk se suspenzi bun&k Escherichie coli obsshujicich ektivni enzym
penicilinacyldzu. .
Zplsob pripravy pevného bioketalyzdtoru podle bodu 2, vyznaleny tim, Ze suspenze bunék,
privédéna ve styk s granulemi, na které jiZ bylo pdsobeno gluterdieldehydem, obsahuje
buiky Escherichia ccli, které byly predbézné uchovévény.ZO az 360 minut pii teploté

O a2 30 °C v roztoku obsahujicim 0,5 aZ 6 » hmotnostnich glutardis.fciydu o pH 7.
Zpusob pripravy grenu.ovaného biokatalyzdtoru podle bodu 2, vyznadeny tim, Ze &dstice
syntetického polymeru, ktery JjiZ zreagoval & amoniskem s ldtkou obsahujic{ nejméné dvé
sminoskupiny, z nich aslespon jedns je primarni, a nese tudi? jiZ na svém povrchu amino-
skupiny, se vnese do suspenze bunék Escherichia coli obsahujicich ektivni penicilinecy-
lézu, kde Jje v kapalné fazi 0,5 a% 10 % hmotnostnich glutardialdehydu & poneché za teplo-~
ty 20 a% 40 °C resgovat 20 ez 1440 minut ze mirného michdn{ p¥i pH 6,5 8% 8,5.

Vytiskly Moravské tiskaiské zavody,
provoz 12, Leninova 15, Olomouc ‘ ~Cena: 240 K&s
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