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Verfahren zur Géwinnung von Cholesterinesterase

Anwendungggebiet‘der Brfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von
Cholesterinesterase aus Mikroorganismen,

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

Cholesterinesterase spielt eine wichtige Rolle in der kli-
nischen und biochemischen Analytik seit Verfeahren zur
enzymatischen Bestimmung von Cholesterin entwickelt wurden,
Da ein groBer Teil des Cholesterins in biologischem Material
in Form von Estern vorliegt, ermbglicht die gemeinsame Ver-
wen&ung von Cholesterinesterase und Cholesterin oxydierenden
Enzymen, wie Cholesterinoxydase oder Cholesterinedehydro-
genase, eine vollenzymatische Bestimmung auch von
Cholesterinestern, Dies ist bekannt aus der DE-PS 2 264 847,
Als besonders geeignet hat sich im Rahmen der Cholesterin-
esterase-Bestimmung dabel das Enzym aus Mikroorgansmen er-
wiesen (DE-0S 25 06 712.3). Ein Nachteil der bisher auf-
gefundenen Mikroorgenismen mit einem die Aufarbeitung
lohnenden Gehalt an Cholesterinesterase besteht jedoch in
den relativ geringen #usbeuten an Enzymaktivitit, die dabei
erhalten werden, '
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Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung von “holesterin-
esterasen mit hoherer Aktivitat,

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, geeignete
Mikroorganismen aufzufinden,

N unmehr wurde ilberraschenderweise gefunden, daf bel Ver-
wendung bestimmter Mikroorganismen um ein Vielfaches hthere
Aktivititen erzielt werden kdnnen, als dies bisher miéglich
war. Das erfindungsgemifie Verfahren zur Gewinnung von
Cholesterinesterase aus Mikroorganismen der Gattung
Pseudomonas ist daher dadurch gekennzeichnet, daB man
Pseudomones spe¢. DSH 1280 oder DSNM 1281 in einem ge-
eigneten Nihrmedium in Gegenwart eines Induktors zlichtet und
das Enzym aus der Kulturflissigkeit oder/und den Zellen ge-~
winnt,

Aus der DE--0S 2 527 068 sind zwar bereits Stimme der Gattung
Pseudomonas fluorescens bekannt, welche ebenfalls einen

zur Aufarbeitung lohnenden Gehalt an Cholesterinesterase be-
sitzen. Aber auch in diesen Fdllen sgind die erndltlichen
Aktivititseinheiten gering und liegen vielfach nur beli we-
nigen Einheiten/Liter. Yemgegeniiber werden mit den er-
findungsgemiB verwendeten Iilikroorganismen Aktivitdten von
15000 und mehr Einheiten/Liter erzielt,
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Im Rahmen des erfindungsgemiBen Verfahrens erfolgt die
Zichtung in einem N#hrmedium, welches einen Induktor ent-
hilt. Unter "Induktor" wird hiexbeil eine Substanz verstanden,
welche den Mikroorganismus dazu anregt, das gewﬁnschte Enzym
in groBerer llenge zu bilden als ohne Induktor. Vorzugsweise
wi%d‘der,eingesetzte Induktor dabei auch als Kohlenstoff-
'quelle, insbesondere als alleinige Kohlenstoffquelle, ver-
wendet., Es ist jedoch auch mbglich, gesonderte Kohlenstoff-
quellen zuzusetzen, beispielsweise Meisquellwasser, Peptone,
Hefeextrakte SOWie, weniger geeignet, Zucker oder Polyalko-
hole, wie Glycerin. Als Induktoren erwiesen sich die Palmi-
tinester gut geeigne%, insbesondere das Lripalmitin. Die
besten Ergebnisse wurden jedoch unter Verwendung wvon
Lecithin als Induktor erzielt. Als besonders geeignet unter
den verschiedenen Lecithinen erwies sich Sojalebithin, aber
auch andere Lecithinarten, wie Eilecithin oder Hirnlecithin,
ergaben sehr gute Resultate.

Die eingesetzte Induktormenge ist bis zu einem gewissen

Grad abhiingig von der Art des verwendeten Induktors. Sie
liegt im allgemeinen zwischen etwa 0,1 bis 5 Gew.-%, bezogen
euf das Volumen des Nihrmediums. Bei Verwendung von Lecithin
als Induktor und alleinige Kohlenstoffquelle wurden besonders
gute Ergebnisse bei einer Menge von 0,5 bis 2 G
halten,

ew,=% er-—

Das Nihrmedium enthdlt dariiber hinaus noch iiblicherweise
zugesetzte Palze und Spurenelemente und sollte durch Zugabe
eines geeigneten Puffers auf einen pH-Vert zwischen etwa 5
und 9, vorzugsweise 6 und 8, eingestellt werden, 4Als Puffer
wird Phosphatpuffer bevorzugt. Dariiber hinaus enthilt

das Nihrmedium zweclmiBig noch #mmonium-, “hlor—, Pe-, Cu-,
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Zn-, Mg- und Ca—Ioneﬁ, abgesehen von den Alkaliionen des
Phosphatpuffers, Phosphat liegt dabel zweckmifig in einer
Konzentration zwischen 0,4 und 2 Gew,~% vor, jedoch kinnen
auch gréBere oder kleinere Konzentrationen eingesetzt werden,

Tierische Fette und iiberraschenderweise auch Cholesterin-
ester erwiesen sich im Rahmen des erfindungsgemiSen Verfahrens
als Induktoren wenig vorteilhaft.

Ein im Rahmen der Erfindung bevorzugtes Nihrmedium besitzt
etwa folgende Zusemmensetzung, jeweils bezogen auf 1 1
Fliissigkeit: |

5 bis 10 g, vorzugsweise 6 bis 8 g, NazHPO4 .+ 2 H,0

1 bis 5 g, vorzugsweise 2 bis 4 g, KH2PO4

0,2 bis 2 g, vorzugsweise 0,8 bis 1,2 g, HH401

0,01 bis 0,1 g, vorzugsweise 0,3 bis 0,7 g, NaCl

10,01 bis 1 ml 1%ige FeCly-Losung

0,01 bis 1 ml 0,2%ige CuCl,-Losung

0,01 bis 1 ml 1%ige Zinksulfat-Lisung

0,1 bis 10 ml 10%ige CaClz~Lﬁsung

1 bis 20 ml, vorzugsweise 3 bis 10 ml, 12%ige MgSO4-L68ung
0,1 bis 5 Gew.~%, vorzugsweise 0,5 bis 2 Gew,~%, Sojalecithin

Die Ziichtung wird unter aeroben Bedingungen durchgefiihrt,

Es eignen sich sowohl Schiittelkultur als such beliiftete
Submerskultur. Die Temperatur kannzwischen etwa 15 und etwa
45 °C liegen, bevorzugt werden 25 bdbis 35 °C. Maximale Enzym-
ausbeuten erhilt man im allgemeinen bereits nach 1 bis
2titiger Kulturdauer,
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Die, erfindungsgemtéfl verwendeten lMikroorganismen sind sich
sehr dhnlich und weisen nachstehende Merkmale auf:

Gram-negativ

Obligat aerobd

Gelbliche Kolonien auf Fleischpeptonagar
Wechstum bei 25, 30 und 37 °C

Kein Wachstum bei 10 °C, mehr als 41 °C
ZellgrsfBe 0,8 bis 1/u ¢« 2 bis 4/u

Motil, lophotrich begeiBelt

Neigt zur Kelttenbildung

Keine Sporen oder Dauerstadien

Cytochrom~oxydase +
Katalase (+4)

Indol =

Nitrit -
Voges-Proskauer =
Gelatine -

Monosubstrat-Abbau:
Adonit +
Citrat +
Galactose +
Glucose +
Inosit +

- Lactose +
Mannit +
Mannose +
Salicin +
Sorbit +
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Die Cholesterinesterase tritt sowohl im Kulturmedium als
auch in den Zellen auf. Purch Zusatz von oberflichenaektiven
Mitteln, insbeéondere von nichtionogenen Iiitteln, die vor-
zugsweise dem Typus der Polyoxyethylenester und -ether

mit Alkyl- und Aralkylresten angehdren, laBt sich das
Verteilungsmuster zwischen Kulturbriihe und Zellen beein-
flussen im Sinne einer Yrhshung der extrazelluliren Aktivi-
tit auf Kosten der intrazelluliren Aktivitit, bei ionogenen
dberflichenaktiven Mitteln verliuft die Anderung der Ver-
teilung in umgekehrter Richtung,.

Nach beendeter Ziichtung wird die Cholesterinesterase aus

der Zellmasse und/oder dem Kulturfiltrat nach iiblichen
Methoden isoliert und gegebenenfalls gereinigt. Flr viele
Zwecke eignet sich jedoch bereits ein ungereinigtes
Rohprodukt, welches im wesentlichen nur aus aufgeschlossener
Zellmasse besteht, Zum AufschlieBen eignen sich die dem
Fachmenn hierfiir bekannten Methoden, die hier keiner niheren
Erléuterung bediirfen. Sowohl aus dem Kulturfiltrat als

auch eaus der aufgeschlossenen Zellmasse l&8t% sich nach
Abtrennung von unldslichen Bestandteilen das Enzym durch
Fillung mit iiblichen Fillungsmitteln, beispielsweise Salzen,
wie Ammoniumsulfat, oder organischen Losungsmitteln, wie
Aceton oder Alkohol, fillen und dann unter #nwendung der
iiblichen Fraktionierungsmethoden, wie Ethromatographie und
Féllung, weiter aufreinigen.

Ausfithrungsbeispiel

Die folgenden Beispiele erliutern die Erfindung weiter,
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Beispiel 1

Pseudomonas spec, DSM 1280. aus der Tiefkiihlampulle auf
Sehrigrohrchen gebracht, wird im Hauptkulturmedium zwei
Tage bei 30 °C aerob (Schiittelkolben) vorkultiviert und
dann zu 10 % in ein Medium {iberimpft, welches pro Liter
‘folgende Zusammensetzung aufweist:

g KH2P04
1g NH4Cl
0,05 g NaCl

0,1 ml FeCly, 1 %
0,1 ml CuCl,, 0,2 %
0,1 ml ZnS0,, 1 %

1,0 ml CaCl,, 10 %
5,0 ml MgSO,, 12 %
1,5 % Soja-Lecithin, pH = 7,0

Die Kultivierung erfolgt bei 30 °C aerob im Schiittelkolben.
Nach 1 bis 3 Tagen werden Aktivititen von etwa 15000 U/1
(Uberstand und Biomasse; Substrat: Cholesteryl-oleat)
erhalten,

Etwa gleiche Ausbeuten werden erhalten, wenn unter gleichen
Bedingungen anstelle von Pseudomonas spec., DSH 1280

Pseudomonas spec., DSM 1281 verwendet wird,

Beispiel 2

Aus einer nach Beispiel 1 erhaltenen Kulturlosung wurde
die unldsliche Zellmasse abzentrifugiert und zur Cholc-
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sterinester-Bestimmung eingesetzt. Die Bestimmung erfolgte

gemif folgenden Reaktionsgleichungen:

1) Cholesterinester + H,0 Chol-Bsterase > Cholesterin +
Fettsiure

2) Cholesterin + 1/2 O2 Chol-OD/Katalage - Cholestenon +
Hy0,

(Messung der Cholestenonbildung bei 240 nm),
Zur Messung wurden folgende Losungen verwendet:

1) Phospahtpuffer 0,5 m, pH = 7,5, 0,4 % Thesit

2) Cholesterinoleat ¢ = 4 in Thesitdioxan (v/v = 1/1)

3) H,0, ca. 0,6 m (5 ml Perhydrol/100 ml)

4) Xatalase (0,01 mg Protein/ml)

5) Cholesterinoxydase (mind, 50 U/ml)

6) Kulturlosung (bei ca. 5000 U/1, 1 : 5 mit H,0 verdiinnt,

0,01 ml ——> Test)

Zur Messung wurden 2,95 ml Losung 1) mit 0,02 ml Losung

3) gemischt, Nach 5 Minuten wurden 0,01 ml Lésung 6) und
0,02 ml Losung 5) zugesetzt und nach 1 Minute die Reaktion
durch Zugabe von 0,1 ml Lisung 2) gestartet,

Die Berechnung wird wie folgt durchgefiihrt:

3’1% 5 2 5 3200 * AE/min = U/1 Kulturldsung
! d ’ .
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Erfindungsanspruch

1. Verfahren zur Gewinnung von Cholesterinesterase aus
Mikroorganismen der Gattung Pseudomonas, gekennzeichnet
dadurch, daf man Pseudomonas spec, DSM 1280 oder DSH 1281
in einem geeigneten Nihrmedium in Gegenwart eines In-
duktors ziichtet und das Enzym aus der Kulturfliissigkeit
oder/und den Zellen gewinnt.

2. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daf man
in Gegenwart von Lecithin algs Induktor ziichtet,

3« Verfahren nach Punkt 2, gekennzeichnet dadurch, dafS man
Sojalecithin zusetzt,

4, Verfahren nach Punkt 2 oder 3, gekennzeichnei dadurch,
dsB men in CGegenwart von 0,5 bis 2 Gew.-% Lecithin
ziichtet.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Punkte, gekenn-
zeichnet dadurch, daB man dem Medium 0,4 bis 2 Gew.-%
Phosphat zusetzt,
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