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thiamin: béze 2-methyl-4~aminopyrimidin-
~5-methenyltransferasy, EC 2.5.1.2

Vynédlez se tyké aerobni kultivace
mikroorganismem Bacillus Thiominolyticus
Kuno, ktera-se provadi ve fermentadnim
médiu obsahujicim jako stimuldtor produk-
ce thiaminasy I, kvasnidny autolysat v
mnoZstvi 0,2 az 30 g/l. Produkce thiamina-
sy I. lze dale zvysit pridavkem véapniko-

vych iontd v mnozstvi 0,01 aZ 5,0 g/l.
" Ziskanou thiaminesu I i v gurovém stavu
lze pouZit ke stanoveni thiaminu.
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Vynélez se tyké fermenta¥ni p¥ipravy enzymu thiaminasy
I-thiamin:béze 2-methyl-4-aminopyrimidin-5-methenyltransfe=
rasy, EC 2.5.1.2., kteryZto enzym miZe byt s vyhodou pouZit
pro stanoveni vitaminu B1 v biologickém nebo klinickém mate-~
ridlu, v potravind¥skych nebo farmaceutickych vyrobcich nebe
pro v&decké ulely. |

Vitamin Bl’ tj. thiamin a jeho nékteré derivéaty, hraje
velmi duleZitou roli ve vyZiv& &loviéka a jeho nedostatek vede
k védZnym nervovym poruchém (nap¥iklad nemoc beri-beri zplse~
bend silnym nedostatkem vitaminu B, nebo Wernickeho encefalo-
patie zplisobend nedostatkem thiaminu u alkoholikd)., Potravie
né¥ské technologie, pouZivané v soudasné ¢ob¥, vedou k sub-
optimdln{ koncentraci vitaminu Bl v 1idské vyZiv& ve v&t&ing&
zem{, a proto je v ¥ad¥ st4td dévka tohoto vitaminu doplhové-
na syntetickym thiaminem, p*iddvanym do mouky,ﬁpeéiva, mléka
a podobn&., Z t&chto divodd je stanovenf celkového thiaminu
v jednotlivych potravind¥skych surovindch a vyrobefch i v kli-
nickém materidlu velmi dlleZité a v&nuje se mu stdle v&ts{
pozornost., Zjistované koncentrace tohoto vitaminu se pohybujf
v&t8inou ve zlomcich mg/g analyzovaného materidlu, a proto je
pro stanoveni thiaminu v3eobecn& pouZivdna fluorometrické
thiochromovd metoda, dosahujfci této citlivosti, Tate metoda
v8ak vyZaduje pracnou a.zdlouhavou izolaci thiaminu, je% je
zat{Zena znadnou chybou. Také p¥iprava a aktivace Dekalsa,
tj. nejpou?ivan&jSfho sorbentu pro tuto izolaci, je pom&rng
pracnd a Casové ndro¢nd, Mikrobiologické metody stanoveni
tohoto vitaminu jsou zatiZeny je3t& v&t3{ chybou a v ndkte~
rych materidlech selhdvaji upln&.
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Pracnost thiochromové metody miZe sniZit pouZit{ enzymu
thiaminasy I (thiamim:bédze 2-methyl-4-aminopyrimidin-5-methe-
nyltransferasy, EC 2.5.1.2.), ktery specificky ¥t&pf thiamin
a vé%e jeho pyrimidinovou'slofku na bdzi (nap#iklad pyridin)
pridanou do reak&ntho prost¥edi. Tim umoZhuje zjistit nethio-
chromovou fluorescenci v analyzovanych vzorcich, takie p#i
thiochromové analytické metod® nenf zapotiebi pracnd a zdlou-
havd izolace thiaminu z t3chto vzorkd. C.,A.Kennedyové a
B.V.McCleary (Analyst 106, 344, 1981) doporudujf k tomuto ude-
lu thiaeminasu I izolovanou z listf kapradorostd vyskytujfcieh
se v Austrdlii (nap#fklad Marsilea drummondii, Marsilea
augustifolia, Marsilea mutica, Pteridium asculentum, Chei-
lanthes siebri). Pro tyto u&ely Jje nutno tento enzym ziskat
z rostlinného extraktu adsorpci na DEAE-~celulosu a eluidt za-
hustit vakuovou destilaci a predistit opakovanou ultrafiltra-
ci a adsorpci,

Daldim zdrojem thiaminasy I. miZe byt bakterie. Bacillus
thiaminolyticus Kuno, kterd ji produkuje do fermenta&niho pre-
st¥edf. H.A. Douthit a R,L. Airth (Arch, Biochem, Biophye.
113, 331, 1966) navrhuji pro produkei a izolaci thiaminasy I
pro v&decké \fely inokulum Bacillus thiaminolyticus z bohaté
Zivné pldy (infuze z mozku a srdce) a fermentain{ medium ob-
sahujic! vedle b¥nfch zdrojt uhlfku, dusfku a minerélif jes-
t& znalné mnoZstvi glutamové kyseliny a thiamin hydrochlorid
v ¢istém stavu, Bakteridlnf thiaminasu pro analytické idely
izolujf vysréZenim enzymu z kultivadni kapaliny za pouZitd{
tuhého siranu amonného s nésledujicim predidt&nim. Ziskany
enzymovy'preparét uchovévaji pri -20 °C,

Nedostatky spolivajici v ndkladné izolaci thiaminasy
z rostlinného materidlu a v ndkladné Zivné plid& pouZivané
pro produkci bakteriélni thiaminasy jsou odstrandny ve zplse-
bu vyroby thiaminasy podle vyndlezu. Podstata vyndlezu spoli-
vé v tom, %e se produk&ni kmen Bacillus thiaminolyticus Kuno,.
s vyhodou kmen CCM 3599 8eskoslovenské sbirky mikroorganismd
v Brn¥, pomno#i{ v puid& obsahujieci jako stimuldtory produkece
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thiaminasy suchy kvasniZny autolyzat vlani@i»:fo,zihz 30 g/1
jako zdroj thiaminu a dodatkovych Zivin= pffpaJné-ionty—vcphi-m
m v mno¥stvi égl az § g/1, vedouct k dalsfmu zvySenf vytdiku
thiaminaay I. Kultivace probihéla za aerobnfch podminek 12 aZ
48 h a tato kultura se pou¥ije jako inokulum pro aerobni pro-
duxdnf kultivaci v texuté pide obdobnéno slo¥ent p¥i 30 a% 38 °C
po dobu 12 a¥ 72 h. Pak se bakteri&inf buiky oddéli od fermen-
tadnf kapaliny, nejlépe odst¥eddnim a &ird4 kapalina, jeZ se mi-
¥e pouZfit jako surovy prepara&t thiaminasy I. pro stanoveni thi-
aminu a jeho derivétd, se rozplnf do vhodnych nédobek a uchové-
vé pfi -15 a% -20 °C. Enzymovd aktiviia zlstéva za téchto pod-
minex zachovéna déle neZ 6 m¥sfcl. Pro xonzervaci tohoto prepa-
rétu, aby mohl bft uchovévén i pf1 teplotéch nad O °C /a% do
30 °C/, lze pou%ft b&¥né konzervalnf prostiedky napifkiad ben-
goan sodny do konené xoncentrace 0,2 a¥ 0,3 % kyseliny benzoove
v enzymovém prepardtu, u nsho se pak upravi pH pomoci Kyseliny
- chlorovodfkové nebo sirové na 4,0 af 5,0. Stabiiita takto kon-
zervovamého preparstu je pFi teplotd 20 af 30 °C vice nei 4 tyd-
ny. Peo prodlouZenf stability je moZno surovy enzymovy preparat
vysusit lyofiiizaci. |

Pro specidlni li%ely je mo¥no surovy enzymovy prepardt pie-
gistit tim, ¥e se enzym z ¢iré kapaliny isoiuje a pFedisti né-
kterym z bé¥nfch izovladnich postupd, napfiklad frakcionalnim vy-
eréZenim sfranem amonnfm v kombinaci s gelovou filtracf, ione-
xovou chromatografii a dialysou.

VytéZnost thiamimasy I. za poufitl kvasniéuého autolyzétu
a CaCly se oproti ptdé popisované H.A. Douthitem a R.L. Airthem
/Arch, Biochem. Biophys. 113, 331, 1966/ zvysi zhruba na troj-
‘nésobek, Jjak je zFejma ze srovnévacich kvasnych pokusd provede-
nfeh metodikou uvedenou v pi¥ikiadu 1 za pouZiti rdznych pia

/Tab, 1/
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Tabulka 1,

Aktivita thiaminasy I v prokvasenem odst¥easdném médiu

pouzité pida ' Aktiviia thiaminasy'/ % aktivity
mg rosloZeného thi-
aminu/l1 ml enzym.
prepardiu/10 minus

Synwetickd dle H.A.

Douthita, R.L.Airtha 1,4 | 100 %

Synteticxé s pridavikem
suchého xvasni&ného B TY S 226 %

autolycatu /Sg/1/

Synteticxa s prifdavkem

suchého autolyzétu /5g/1/ 4,0 293 %
a CaCl,.6Hy0 /2g/1/ '

+/

sianoveno dle E.E.Edwina /ethods in ensymology/
/D.B.McCormick, L.D.Wright edas./ 62, 1i3, 1979/ za pouZit{ ra-
dioaktivntho A4C/ thiaminu /4,48 ug o celkové aktivitd 332 nCi
na 1 ul odstfedéndho prokvaSeného media. Reakce probfhala 10 mi-
nut p¥i 40 °C a pH 6,4.

Priklad 1 : .
Jednolitrova banka se 150 ml sterilnf %ivné pidy obsahujf-
e v jednom litru 18,0 g glycerolu, 3,0 g modoviny, 5,0 g citré-
tu sodného .2H,0, 5,0 g suchého kvaaniéného‘autolyzttu, 1,0 g
) 'KH2P04, 2,0 g Na2HP04.12H20, 2,0 g 0801206H20, 1,1 g NaCl, 0,7 &
MgS04.7H20, 0,03 g FeSO4.7H20 a majicf pH upraveno na 7,2 se za-
ofkuje 1,0 ml 24 hodinové trepané kultury Bacillus thiaminolyti-
.cus Kuno CCM 3599 vyrostlé pfi 33 £ 2 °C na pldé stejného sloZe-
n{. Inkubuje se za trepanf 66 h pfi 33 * 2 °C. Pak se kultura
ochladf, bakteri&lnf bunky se 0dd¥§lf odstPeddnim, k &irému su-
pernatantu se p¥ida tuhy benzoan sodny do kone&né koncentrace
0,2 % kyseliny benzoové /véha/objem/ a pH supernatantu se upra-
vi pomocf HC1l o koncentraci 1 mol/l na 4,5 a¥ 5,0. Takto ziska-
ny surovy enzymovy preparat se rozpinf do vhodnych nédobek a
uchovéve se za chladu, nejlépe p¥i -15 a¥ -20 °C. Aktavita toho-
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to preparatu pr¥i pH 6,4 a teplotd 40 °é’v pfitomnosti pyridinu
/0 kone&né koncentraci 14,1 pmol/ml/ je za optimélnich podminek,
tj. za nulové koncentrace reak&ntho produktu, 5 aZ 4 ukatdl/mg
proteinu, p¥iZem¥ 1 ml odstieddného prokvasénébo media obsahuge
kolem 0,7 mg proteint. Aktivita tohoto preparatu zist4vé zacho-
véna pF¥i uchovavénf pri teplutéch ni%Zfch ne% -10 °C vice ne%

6 mésfcy pri teplotéch do 30 °C vice neZ 4 tydny. Pro stanoveni
thiaminu o koncentraci 0,2 azZ 5,0 ue/g zredéhého vzorku pomoci
thiochromové metody je néJ%hodnéjéi‘pouZivat 0,2 ml tohoto pre-
parétu do celkového objemu 4,2 ml reakini smési a dobu inkubace
30 minut pFi 40 °C za pH 6,4 /purrovéno citrét-rosf&tovym pufrem
o koncentraci 0,05 mol/1/. |

Pi¥{kiad 2 ' ' .

Obdobné fermentalni pdda jako v prikladé 1 8 obsahem 1 g/1
kvasniéného autolysatu a 4 g CaCl,/1 se fermentuje a odd&leni
bundk se prov4d{ stejné jako u pffkladu 1. Ze supesrnatantu zis-
kaného z 10 az 15 kuitivadnich banéx se izoluje thiaminasa I
zpisobem popsenym J.L.Wittliffem a R.L. Airtnem ,Methods in
Enzymology /D.B.McCormick, L.D.Wright, eds./ 18 A, 234, 1970/
a ‘konelny roztok ensyau se uchovévé pfi -20 °C nebo se vysusi
~ lyofilizact a uchovevd v chladu. Stavilita roztoku je za i¥ch-
 to podmfnek vice ne¥ 6 m&sfed, ivofilizovany preparat je stabii-

nf nékolik let. - |

P¥{klad 3 A

10 mi ¥ivné pﬁdy o sloZeni uvedeném v prikiadu 1 se za-
olkuje kulturou Bacillus thiamiuolyticus CCM 3599 ze #ikméuo
agaru a inkubuje se za t¥epani 24 h pri 33 ¥ 2 O¢, Pak se ce-
1y objem prevede do lavoiratorniho fermentoru vbsahujiciho
1 500 mi sterilnil pidy slozeni uvedeného v pi{kladu 1 a kulti-
vaje se za provzdusfiovanf 24 a% 36 h p¥i 34 ¥ 1 °C, nalei se
cely objem fermentadni kapaliny pirevede do fcrmentorh obsahu-~
jictho 30 litrd zivné pidy stejného sloZeni jako v predcho-
zim stupni a kultivuje se 48 h p¥i 34 £ 1 °C za intenzivniho
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prpvzduéﬁovéni. Pak se fermentaln{ kapalina zchladf, bunky se
odseparujf na pritokové odstredivce a ¥ird kapalina se zpra=
cuje postupem uvedenym v pFikladu 1 nebo 2 nebo se vysu3f
lyofilizac{. Aktivita prokva3eného media po odst¥ed¥ni je

3,5 ukatal/mg proteinu, prifem% obsah proteinu v tomto mediun
je 0,6 mg proteinu. '
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PREDMET VYNALEZU
. 239 033

1. Zpisob fermentadnf vyroby thiaminasy I.-thiamin:baze 2-methyl-
-4-aminopyrimidin-5-methenyltransferasy, EC 2.5.1.2., aerob-
n;’kultivaci produkiniho mikroorganismu Bacillue thiaminoly-
tieus Kuno,vyznadujfci se tim, ¥e se kxultivace provadi ve
fermenta¥nim mediu obsahujficim jako stimulator produkce thi-
aminasy I. kvasni&ny autolysat v mnoZstvi 0,2 a%Z 30 g/1, na-
ZeZ se fermentalni kapalina odstFedi a zisxany supernatant
se kéhiervuje chemickjm prostfedkem nebo lyofilisuje.

2. Zpusob podle bodu 1, vyznaéujici se tim, %e se kultivace pro-
védl ve fermentaénim mediu obsahujicim ionty vépniku v mno%-

istvi 0,0 az §,0 g/1."
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