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Heterogenni biockatalyzdtory pro biotrans-
formace sestdvajf z enzymové aktivniho biolo-
gického materidlu zabudovaného do gelu genu-
~carrageenanu. Zplisob jejich p¥ipravy spo&ivéd
v tom, %e se enzymov& aktivnf biologicky ma-
teridl pr¥evede po suspendovadni v solu 0,5 aZ
8 % hmotnostniho genu-carrageenanu, s vyhodou
1 a# 3 % hmot. p¥i teplot& 20 a%¥ 70 ©C do
chladného vytvrzovacfho roztoku, ochlazeného
na 4 a%¥ 15 9C, obsahujfciho draselné, vape-
naté, hlinité, amonné ionty nfzkomolekuldrni
1l4tky obsahujficf aminoskupiny nebo jejich
sm&s, nebo se sol genu-carrageenanu se suspen-
dovanym enzymové aktivnim biologickym materi-
4lem p¥evrstvi po ochlazen{ vytvrzovacim roz-
tokem. Heterogennf biokatalyz&tory jsou vyu-
Yitelné pro primyslové biotransformace v po-
travind¥ském, farmaceutickém a chemickém
primyslu v kontinudlnich a diskontinudlnich
biotechnologiich.
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Vyndlez se tyk& heterogennich biokatalyzdtorll na b&zi imobilizovanych enzymd a bundk
s rGznou enzymovou aktivitou a zplsobu jejich pfipravy. Heterogenni biokatalyz&tory podle
vyndlezu jsou vyuZitelné pro priumyslové biotransformace v potravind¥ském, farmaceutickém a
chemickém primyslu v kontinudlnfch i diskontinudlnfch biotechnologifch.

Pro piipravu biokatalyzdtorli na bdzi imobilizovanych enzymi a bundk byla vypracovéna
fada postupti, které je moZno v z&sad® rozd&lit na imobilizace na rtzné druhy nosidd (sorpci,
chemisorpci, kovalentni vazbou a jejich kombinacemi), na tvorbu agregdtl pomoc{ bifunk&nich
¢inidel a na postupy spo&ivajic{ v zabudovdni enzymd &i bunék od riznych gell, p¥frodnich
i syntetickych.

Problematika imobilizace enzymd je podrobn& popsédna v mnoha monografifch a p¥ehledn§ch
&léncich, nap¥. Wingard a spol.: Immobilized Enzyme Principles, Academic Press, New York
(1976) , Messing: Immobilized Enzymes for Industrial Reactors, Academic Press, New York 1975),
Chibata: Immobilized Enzymes, Research and Development, Kodansha, Tokyo (1978), Marek a K4&%:
Chem. primysl 34, 149 a 377 (1984); imobilizovanym bunkdm jsou vénovény nap¥. p¥ehledné &lé&n-
ky VojtiSek a Jirkd: Folia Microbiol. 28, 309 (1983), Marek a K&%: Chem. primysl 34, 546 (1984),
Vandamme: Chem. Ind. 24, 1072 (1976), Jack a Zajic: Adv. Biochem. Eng. 5, 126 (1977).

Imobilizace celych bunék md své opodstatnéni zvla¥té v t&ch p¥ipadech, kdy aplikovany
enzym je intraceluldrni, nestabilnf{ v izolované form&, p¥ipadn& i ve form& imobilizovaného
prepardtu a kdy substrdt i produkt katalyzované reakce jsou nizkomolekuldrni{ latky. Imobili-
zace bun&k je ddle zvl4s8t& vyhodnd pro mnohastuphiové transformace zahrnujici ndsledné plso-
beni mnoha riznych enzymd, p¥ipadnd i vhodnou regeneraci pot¥ebnych kofaktord. VyuZit{ imo-
bilizovanych bun&k m& oproti imobilizovanym enzymim téZ vyhody ekonomického charakteru, pon&-
vad? odpadd mnohdy ndkladnd izolace enzymu, v disledku &ehoZ je cena p¥ipraveného biokataly-
zdtoru niZ8{ (Demnerovd a spol.: Chem. listy 78, 199 (1984).

Zatimco je u imobilizovanych enzyml nejlast&ji pouZivdna jejich vazba na vhodny nosid,
pro imobilizované bufky je nejb&fn&j%¥f jejich zabudov&ni do matrice rfiznych gell at ji%¥ syn-
tetického nebo p¥frodniho pivodu.

%z hlediska technologickgch aplikaci byl nejdast&ji realizovdn zpisob imobilizace buné&k
do polyakrylamidu (Chibata a spol.: Appl. Microbiol. 27, 878 (1974). Biokatalyzdtory p¥ipra-
vené zabudovdnim riéznych mikroorganismi do syntetického gelu vytvo¥eného radik&lovou polyme-
raci akrylamidu s N,N' -metylen-bis-akrylamidem (USA pat. spis &. 3 791 926) byly pou¥fity
pro mnohé biokonverze (vyroba L-asparagové kyseliny, L-citrulinu, L-mlé&né kyseliny atd.).
Opera&ni polo&as p¥ipravenych biokatalyzdtord &inf a¥ 120 dnt.

Uvedeny postup p¥ipravy biokatalyzdtorl vS8ak m& i ¥adu nevyhod. Dosud neni zndm zpisob
provedeni polymerace, podle kterého by bylo mo%no p¥ipravit &4stice gelu sférického tvaru a
alespon p¥ibliZné& shodné velikosti, které by zarulovaly optimdlni hydrodynamické vlastnosti
biokatalyzdtoru.

NejvétEim nedostatkem uvedeného postupu je v8ak skutednost, %e byt i krédtkodobym stykem
bun&&ného materidlu s monomery akrylamidem a N,N' -metylen-bis-akrylamidem dochdz{ Zasto ke
sniZeni p¥islu3né enzymové aktivity. Ke ztrdtdm enzymové aktivity bun&&ného materidlu dochdzi
téZ pod vlivem tepla, které se uvolfiuje b&hem polymerace. K nevyhoddm imobilizace bundk do
polyakrylamidu pat#f i nebezpe&f, Ze létky vyrobené pouZitim takto p¥ipraveného biokatalyzé-
toru mohou obsahovat toxické zbytky nezpolymerovanych monomerid, coZ je u ¥ady vyrobkd z hy-
fienického a zdravotnického hlediska nep¥{pustné.

Uvedené nevyhody biokatalyzdtord na bézi polyakrylamidu vedly k vypracovidnf nového zpl-~
sobu imobilizace bun&k do matrice polysacharidd, z nich% vyrazn&js{ uplatné&ni dos4hly alginan
védpenaty (Kierstan a Bucke: Biotechnol. Bioeng. 19, 387 (1977)) a kappa-carrageenan. Vzhledem
k tomu, Ze v ¥adé technologifi neni moZné p¥itomnost védpenatych iontl (nerozpustnost substratd
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¢i produktl biotransformace ap.) nalezlo $ir${ technologické uplatn&nf pouZiti kappa-carra-
geenanu. Kappa-carrageenan je polysacharid, ktery se zf{skdv4 extrakci mo¥skych ¥as Chondrus
crispus horkou vodou a ndslednou separaci od lambda-carrageenanu pomoci frakdni precipitace
draselnymi ionty (Rees: J. Chem. Soc., part II, 1963, 1821).

Kappa-carrageenan obsahuje D-galaktosu a 3,6-anhydro~D-galaktosu v moldrnim pom&ru 1,1
aZ 1,5 : 1 p¥i obsahu jedné SO3H skupiny na 2 a% 2,5 monosacharidovych jednotek. Lambda-
-carrageenan je slofen hlavn& z 1,3-D-galaktoso-2-sulfdtu a 1,4-D-galaktoso~2,6~-disulfétu.
Pomoci draselnych, amonnych a jinych ionth &i ldtek (Tosa a spol.: Biotechnol. Bioeng. 21,
1697 (1979)) je moZno z kappa-carrageenanu vytvorit rigidni vytvrzené C4stice riznych fyzi-
kdlnfich vlastnosti i tvard, zatimco lambda-carrageenan v p¥itomnosti uvedenych l&tek tyto
struktury nevytv¥¥{.

Zabudovdnim bunék &i jiného enzymové aktivniho materidlu do gelu kappa-carrageenanu je
pak pfipraven biokatalyzdtor, ktery méd vedle vysokého podilu zachované enzymové aktivity a
velmi dobrych fyzikdlnich a hydrodynamickych vlastnosti i zna&né vysokou stabilitu. V litera-
tu¥e (Nishoda a spol.: Enzyme Microb. Technol. 6, 85 1984)) je pro biokatalyzdtory p¥ipravené
zabudovdnim mikrobidlnich bun&k do kappa-carrageenanu uvddén operadni pololas a%¥ 680 dnd.

Zmin&né vyborné vlastnosti té&chto biokatalyzétorﬁ vedly k postupné ndhradé d¥ive reali-
zovanych biotechnologii zaloZenych na bdzi imobilizovanych bunék v polyakrylamidu postupy
spojenymi s biokatalyzou pomoci bunék imobilizovanych v kappa-carrageenanu. Nevyhodou té&chto
biokatalyzdtord je pouze relativné ndroénd izolace kappa-carrageenanu a s tim spojend ponékud

vysokd cena tohoto materi&lu.

Uvedeny nedostatek je mo%no odstranit vyuZitim heterogennich biokatalyzdtort podle vy~
ndlezu, jehoZ podstata spolivd v tom, Ze sestdvd z enzymové& aktivniho biologického materidlu
zabudovaného do gelu genu-carrageenanu. Jako enzymové aktivni biclogicky materidl mohou tyto
heterogenni biokatalyzdtory obsahovat prokaryontni nebo eukaryontni buiky organismf, zejména
grampozitivnich, gramnegativnich a gramlabilnich bakterif, acidorezistentnich bakterifi, kva-
sinek, aktinomycet a dalsSfch mikroskopickych hub, pop¥ipadé jejich fragmenty a podbun&né
&&stice, nesouci enzymové aktivity, zejména hydroldsy, isomerasy, lyasy, oxidoreduktasy a
jiné aktivity a/nebo &&stice celé sekvence enzymi logického sledu biochemické dréhy, zejména
degradativnfho metabolismu, glykolysy, enzymd katalyzujicich biotransformace hormond a pro-
dukci antibiotik a alkaloidd, nebo smési celych nativnich bunék s jejich fragmenty, podbun&l-
nymi C&sticemi a celym uvolnénym obsahem bunék nebo z konjugétl celgch buné&k &i jejich frag-
mentl a p¥idanych enzymd nebo samotnych enzymi, enzymovych konjugdtd nebo syntetickych gly-
koproteint.

i [}

Predm&tem vyndlezu je ddle zplsob pfipravy uvedenych heterogennich biokatalyzdtor@ spo-
¢ivajici v tom, Z%e se zminény enzymové aktivni biologicky materidl suspenduje v solu genu-
-carrageenanu, suspenze se prevede do gelovité formy vykazujici{ dostated&nou pevnost biokata-
lyzdtoru p¥i zachovdnf vysokého podilu enzymové aktivity pomoci draselnych, amonnych a jinych
iontd gelovité Cdstice rlznych tvard, které maji vedle dostate&né pevnosti vyborné hydrodyna-
mické vlastnosti. Zabudovénim enzymové aktivniho biologického materidlu do gelu-carrageenanu
je podle vyndlezu p¥ipraven heterogenni biokatalyzdtor, ktery md vedle vysoké enzymové akti-

vity 1 zna&nou stabilitu.

Zpisobem podle vyndlezu se enzymové aktivni biologicky materidl suspendovany v solu 0,5
aZ? 8% genu-carrageenanu p¥i teploté 20 a%Z 70 °c pfevede do vytvrzovaciho roztoku ochlazeného
na 4 a% 15 °C nebo se nejd¥ive v tenké vrstvé& ochladi a poté se p¥evrstvi chladnym vytvrzo-
vacim roztokem a vytvrzeny gel se poté pfevede na vhodnou velikost &4stic rozfezdnim, p¥ipad-
né rozmixovdnim. K vytvrzeni gelu genu-carrageenanu se miZe s vyhodou pouZit roztok obsahu-
jici draselné, amonné, vépenaté, hlinité &i jiné nizkomolekuldrni 14&tky, obsahujici amino-

skupiny jako p¥iklad 1,6-diaminohexan, ethylendiamin, histamin, hydrazid nebo D,L-histidin.

Zpuisobem podle vyndlezu se vyhodné pripravuji heterogenni biokatalyzdtory se sférickymi
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&&sticemi gelu vytvo¥ené kapdnim teplého solu genu-carrageenanu se suspendovanym enzymové
aktivnim biologickym materidlem pfes vrstvu kapaliny s niz$i specifickou hmotnosti neZ vy-
tvrzovaci roztok do tohoto vychlazeného roztoku, nap¥fklad p¥es vrstvu parafinového oleje do

roztoku chloridu draselného.

Pro n&které biotransformace je vyhodné, zvlast& v t&ch pfipadech, kdy dochdzi bé&hem re-
akce k uvoliiovdni plynu, aby byla ddle zvySena rigidita vytvofenych Cdstic gelu. Zplsobem
podle vyndlezu se zvy3{ pevnost &4stic vytvofendho gelu zesiténim jeho povrchové &ésti p¥i-
davkem 1,6-diaminohexanu nebo polyetyleniminu &i jinych létek obsahujicich aminoskupiny a
néslednym prok¥{¥enim glutaraldehydem. Pevnost &4stic gelu je moZno zvySit téZ zapolymerova-
nim akrylamidu zesf{t&ného N,N'-metylen-bis-akrylamidem v povrchové nebo i podpovrchové Césti

vytvo¥eného gelu.

Po¥izovaci ndklady heterogenniho biokatalyz&toru podle vyndlezu jsou pfitom ve srovndni
s imobilizaci do kappa-carrageenanu vyrazn& niZ8{, pond&vad% cena genu-carrageenanu je s ohle-
dem na jednodu33i izolaci oproti kappa-carrageenanu p¥ibliZn& 40krdt men${. Dal¥{ velkou vy-
hodou je ve srovndni s jinymi zplsoby imobilizace moZnost p¥ipravy biokatalyzdtoru bez pou-
%2iti jakychkoliv toxickych, potencidlné& koncerogennich apod. l4tek, které by mohly produkt
biotransformace kontaminovat.

Pro p¥ipravu katalyzdtord se zam&¥enim na vyuZitf{ v potravind¥ském &i farmaceutickém
primyslu je tato moZnost zvl1&3t& vyznamnd. (Genu-carrageenan se b&%n& vyrdbi pro potfeby po-
travind¥ského priamyslu.)

Zpisobem podle vyndlezu je moZno i u biokatalyz&tord urdenych pro tyto oblasti aplikace
zesitit gel vytvoYenych &4stic v celém jeho objemu p¥fdavkem netoxickgch ldtek s vysokym ob-
sahem hydroxylovych skupin, nap¥fklad taninu. Timto zpusobem dochdzi k dalZimu zvySeni stabi-~
lity vytvo¥enych biokatalyzdtori.

V dal$im je vyn&lez blffe objasn&n v p¥ikladech provedeni, ani? by se jimi omezoval.
P¥{fklad 1

Vlhk4 bun&¥néd pasta produk&niho kmene Escherichia alcalescens Asp 24 s aspartatamoniak
lyasovou aktivitou 28,1 ukat/g vlhkych bun&k byla rozmichdna ve fyziologickém roztoku tak,
aby vznikla suspenze o obsahu 20 % hmot. vlhkych bun&k. K suspenzi zah¥4té na 50 °c bylo p¥i-
ddno shodné mno¥stv{i (objem/objem) 5% roztoku genu-carrageenanu 55 °C teplého. Po dtkladném
promichdnf byla sm&s ochlazena a p¥evrstvena 0,5M roztokem chloridu amonného, vychlazeného
na 10 °C. Po 24 hodindch byl vytvrzeny gel rozmixovén v mixéru a odfiltrovadn. U zfskaného
biokatalyzdtoru byla zjis¥t&na aspartasovd aktivita 2,17 mpkat/g vlhkého vytvrzeného gelu.

P¥{iklaad 2

K suspenzi vlhkych bun&k o obsahu 40 % hmot. buné&k shodného kmene jako v p¥fkladu 1,
oh¥4té na 45 °C, bylo p¥iddno t¥indsobné mno¥stvi (objem/objem) 4% roztoku genu-carrageenanu
50 %¢ teplého. Smé&s byla dtkladn& promich&na a za tepla nakapdna do chladného (10 °c) rozto-
ku 0,3M chloridu draselného pf¥es vrstvu parafinového oleje. Vzniklé kuli&ky gelu s imobilizo-
vanymi bunkami byly ponechdny 24 h v 0,3M roztoku chloridu draselného (10 ).

Ke kuli¥kém o prum&ru 2,5 mm byl po vychlazeni na § °c a odfiltrovént p¥idén v poméru
1:1 (objem/v&ha) vychlazeny (5 9c) roztok obsahujfci 0,5M fosfétovy pufr pH 7,0, 0,3M chlorid
draselny a 0,085M 1,6-diaminohexan. Po p&ti minutdch michdn{ byl ke smési p¥idédn v poméru
0,5:1 {objem/vdha kulidek) roztok obsahujicf 0,5M fosfdtovy pufr pH 7,0, 0,3M chlorid drasel-
ny a 0,085M glutaraldehyd. Po dal3fch 30 minutdch mfchéni p¥i 5 OC byly zfskané kulidky pro-
myty vychlazenym roztokem 0,3 M chloridu draselného. U takto p¥ipraveného heterogenniho bio-
katalyzdtoru byla zji¥t&na aspartasovd aktivita 1,7 ukat/g vlhkého biokatalyzdtoru.
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P¥{fklad 3

Vlhk4 pasta bun&k Streptomyces nigrificans s glukosaisomerasovou aktivitou 160 Pkat/g
vlhkych bun&€k byla rozmichéna ve fyziologickém roztoku tak, aby vznikla suspenze o obsahu
30 % hmot. vlhkych bun&k. K suspenzi oh¥4té na 45 ¢ bylo p¥iddno dvojndsobné mnoZstvi
(objem/objem) 5% roztoku genu-carrageenanu 55 °c teplého. Po dikladném promichdni byla smds
za tepla vylita na misku tak, aby vrstva gelu byla vysok4 5 a% 6 mm. Ztuhly gel byl pfevrst-
ven roztokem 0,3M chloridu draselného a 0,085M ethylendiaminu. Po 18 h stdni byl vytvrzeny
gel rozfezdn na éstice cca 5x5x5 mm, pPfevrstven roztokem 0,3M chloridu draselného a 0,085M
glutaraldehydu a po 30 min. mfchdni byl odsdt a promyt 0,3M KCl. U ziskaného biokatalyz&toru
byla zjist&na glukosaisomerasovd aktivita 10’ukat/g vlhkého biokatalyz&toru.

»

P¥{fklad 4

Z vlhké hmoty bun&k Aspergillus niger vykazujicich glukosaoxidasovou aktivitu 120 ﬂkat/g
vlhkych bun&k byla pfipravena podle p¥fkladu 3 vrstva gelu, kterd byla p¥evrstvena roztokem
0,2M chloridu draselného, 0,2M chloridu amonného a 0,05M histaminu. Po 24 h sténi byl gel
roz¥ezdn na C4stice 5x5x5 mm. K tomuto gelu byl p¥idén roztok obsahujfcf 4 % hmot. akrylami-
du, 0,8 % hmot. methylen-bis-akrylamidu a 0,5 % hmot. 3-dimethylaminopropionitrilu (stejny
podil objemu roztoku a véhy gelu). Po 15 min. byly &&stice gelu p¥evedeny do 0,5% roztoku
persiranu draselného. Po 30 minutdch mfchéni byly S4stice gelu odfiltrovdny a ¥4dn& promyty
vodou. U ziskaného heterogenniho biokatalyzdtoru byla zji¥t&na glukosaoxidasovd aktivita
5 pikat/g vlhkého materidlu.

Pfriklad 5

K suspenzi vlhk§ch bun&nych stén kvasinky Saccharomyces cerevisiae obsahujficf 60 % hmot.
sufiny o invertasové aktivité 850. pkat/g vlhkého materidlu, oh¥&té na 55 °¢, bylo p¥idéno
shodné mno¥stvi (objem/objem) 5% genu--carrageenanu 60 °C teplého. Po promichdni byl ke smési
p¥idédn roztok taninu o hmotnostni koncentraci 1 % ve fyziologickém roztoku tak, aby vysledn&
koncentrace taninu v gelu byla 0,1 3. Sm&s byla op&t promich4dna a poté za tepla nakapéna pies
vrstvu parafinového oleje do chladného (10 °¢) roztoku 0,3M chloridu draselného. Vytvo¥ené
kulilky priméru 2 mm byly ponechény 24 h v 0,3M chloridu draselném. Po vyjmuti z tohoto roz-
toku byl zisk&n biokatalyz&tor s invertasovou aktivitou 225 Jkat/g vihké hmoty.

P¥{iklad 6

K 10 d4{19m roztoku s obsahem 4 % hmot. genu-carrageenanu ohf&tém na 50 °c obsahujiciho
0,1 % hmot. taninu byl p¥iddn 1 di{l (objem/objem) 3-galaktosidasy o aktivit& 2 mkat/ml. Po-
stupem podle p¥fkladu 5 byl p¥ipraven heterogenni bickatalyzdtor sférickych &dstic prioméru
2 mm s 3-galaktosidasovou aktivitou 97/ukat/g vlhkého biokatalyz4toru.

P¥{Lfklad 7

K 1 dilu vlhkych bun&énych st&n kvasinky Saccharomyces uvarum bylo p¥idédno 10 dfld
(objem/véha buné&&nych st&n) 0,05M fosf4tového pufru pH 6 a 3 dily 0,05M jodistanu sodného.
Po 6 h t¥epéni p¥i 4 °¢ za nep¥istupu svétla byly oxidované bun&éné st&ny odstfed&ny a pro-
myty 0,05M fosfatovym pufrem pH 7,5. K 1 dilu oxidovanych bun&&nych st&n bylo p¥idéno 10 411G
(objem/véha) roztoku glukosoxidasy v 0,05M fosfdtovém pufru pH 7,5 obsahujfci 2,4 mg bilko-
viny v 1 ml. Po 16 h t¥epdni p¥i 4 ¢ byly bun&&né stény s navézanym enzymem odstfeddny a
resuspendovény ve 3 dfilech (objem/véha) fyziologického roztoku. Po vytemperovéni na 40 °cC
byla suspenze priddna ke shodnému objemu gelu s obsahem 4 % hmot. genu-carrageenanu vyh¥atému
na 50 °c. Po promichdni byla sm&s ochlazena a pfevrstvena 0,3M roztokem chloridu draselného,
vychlazeného na 10 °C. Po 24 h byl vytvrzeny gel rozmixovdn v mixéru a odfiltrovan. U zfska-
ného heterogennfho biokatalyzdtoru byla zjiSt&na invertasova aktivita 128 pkat/g na 1 g vih-
kého materidlu a glukosaoxidasovd aktivita 36 pkat na 1 g vlhkého biokatalyzétoru.
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P¥{iklad 8

%
bylo p¥idéno t¥indsobné mnoZstvi (objem/objem) roztoku s obsahem 4 % hmot. genu-carrageenanu
50 °¢ teplého. Po dlikladném promichdni byla sm&s za tepla nakapéna do chladného roztoku

(10 °C) 0,25M chloridu vapenatého. Vytvofené d4stice gelu s imobilizovanymi kvasinkami byly

K suspenzi s obsahem 50 % hmot. vlhkych bun&k Saccharomyces cervisiae oh¥&té na 45

ponechiny 24 h v 0,25M roztoku chloridu vépenatého. U vytvo¥enédho biokatalyzitoru byla zji¥-
t&na produkce 10 mg ethanolu za 1 na 1 g vlhkého gelu.

PREDMET VYNALEZU

1. Heterogennf biokatalyzdtory pro biotransformaci s enzymové aktivnim biologickym mate-~
ridlem vyznadujfci{ se tim, Ze sestdvajl z enzymov& aktivniho biologického materidlu, jako
jsou prokaryontni nebo eukaryontni bunky organismi, zejména bakterif, kvasinek, aktinomycet
a dalSfch mikroskopickych hub, popfipadé jejich fragmenty, nesouci enzymové aktivity, p¥f-
padn& celé sekvence enzyml logického sledu metabolické drdhy nebo sm&si celych nativnich bu-
nék s jejich fragmenty nebo z konjugdtld celych bun&k &i jejich fragmentd a p¥idangch enzymy,
nebo ze samotnych enzymi, enzymovych konjugdtl nebo syntetickych glykoproteinl, zabudovaného
do gelu-carrageenanu.

2. Zpisob p¥ipravy heterogennich biokatalyzdtorl podle bodu 1 vyznalujici se tim, Ze
se enzymové aktivni biologicky materidl p¥evede po suspendovdni v solu 0,5 a%¥ 8 % hmotnost-
niho genu-carrageenanu, s vyhodou 1 a%Z 3 % hmot. p¥i teploté& 20 aZ 70 ©C do chladného vytvr-
zovaciho roztoku, ochlazeného na 4 a% 15 oC, obsahujicfho draselné, vépenaté, hlinité, amon-
né ionty l4dtky obsahujic{ aminoskupiny nebo jejich sm&s, nebo se sol genu-carrageenanu se
suspend:.anym enzymové aktivnim biologickym materidlem p¥evrstvi po chlazeni vytvrzovacim
roztokem.

3. Zpusob p¥ipravy podle bodu 1 nebo 2 vyznadujfci se tim, %e se enzymov& aktivnf bio-
logicky materidl suspenduje v solu genu-carrageenanu za p¥itomnosti l4tek s obsahem hydroxy-
lovgch skupin, s vyhodou taninu, v koncentraci 0,1 aZ 5 % hmot.

4. Zplsob p¥ipravy podle bodd 1 a% 3 vyznadujici se tim, ¥e se sol genu-carrageenanu
se suspendovanym enzymové aktivnim biologickym materidlem kape p¥es vrstvu kapaliny se speci-
fickou hmotnostf ni%3f neZ vytvrzovany roztok, nap¥fklad p¥es vrstvu parafinového oleje, do
vychlazeného vytvrzovaciho roztoku obsahujficiho roztok chloridu draselného o koncentraci
0,3 mol/litr.

5. ZpGsob p¥ipravy heterogennich biokatalyzdtorl podle bodd 1 aZ 4 vyznadujfici se tim,
Ze se na C&dstice vytvo¥eného gelu genu-carrageenanu s imobilizovanym enzymové aktivnim biolo-
gickym materidlem pisobi 1,6-diaminohexanem, nebo polyethyleniminem &i l&tkou obsahujici dvé
nebo vice aminoskupin, na vzniklé latky se pak pusobi glutaraldehydem.

6. Zpusob p¥ipravy heterogennich biokatalyzdtorl podle bodd 1 a% 4 vyznalujici se tim,
Ze se &&4stice vytvo¥eného gelu genu-carrageenanu zapolymeruji{ akrylamidem ve sm&si s N,N'-
-methylen-bis~akrylamidem.
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