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(57) Zptisob pitipravy redukovaného nikotin=-
amidadenindinukleotidfosfatu spocivéd v tom, .
%e se na nikotinamidadenindinukleotidfosfét
plsobf v pr¥itomnosti fosfétu a glukozy nebo
Jejiho zdroje permesbilizovanymi bunkami
pravych kvasinek nebo kvasinkovitych mikro-
organismi. Zv143t vyhodné je pouZit{ bunék
Rhodotorula glutinis DBM 18, uloZeného ve
sbirce mikroorganismi Katedry biochemie a
mikrobiologie Vysoké $koly chemicko-techno-
logické v Praze pod tislem 18, lisovanéha
peka¥ského dro*df, sudeného aktivriho draZ-
di, lisovaného krmného droZdi nebo odpad-
nich pivovarskych nebo vinafskych kvasnic.
Permeabilizované bunky mohou byt imobilizo-
wégy.Nggdukci lze provédét v pritomnosti
Mg~ Z a v pritomnosti inhibitord rozvoje
mikrobidlni{ kontaminace, nap¥. azidu sodne-
ha nebo fluoridu sodného.
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Vynalez se tykd zpusobu piipravy a regenerace redukovaného nikotinamidadenindinu-

kleotidfosfatu /NADPH/. Nikotinamidadenindinukleotidfosfadt /NADP+/ Je koenzymem fady
oxidoredukénich enzymi., Jeho redukovand forma se pouzivd v analytické chemii, v bioche-
mickém vyzkumu a pti enzymové pripravd nékterych organickych sloudenin.

AZ2 dosud se ziskaval hlavnd enzymovou redukci nikotinamidadenindinukleotidfosfétu
/NADP+/ pomoci izolovenych enzymi, napt. pomoci glukosa-6-fosfétdehydrogenasy /EC 1.1.
1.49/, karboxyla&ni malatdehydrogenasy /EC 1.1.1.40/, isocitratdehydrogenasy /EC 1.1.1.
42/ nebo glukosadehydrogenasy /E£.C. 1.1.1.47/, Nevyhodou t3chto postupl je velkd spotre-
ba tzolovanych enzymd a v nékterych pfipadech také vysoka cena Jejich substratd /tj.
glukosa-6~fosfétu a 1socitrétu/. P*i pou’iti hrubého 1zoldtu malédtdehydrogenasy z bakte-
risdlnich bun3k /Saye S., Yokoyama S., Enzyme Mistrobiol, Technol. 7, 418, 1985/ je nevy-
hodou velmi dlouhd reak&nf{ doba /S5h/. PouZit{ i1zolovanych enzym( bylo navrieno také pro
regeneraci redukovanych koenzymi b&hem preparativni syntézy, nebol pou2iti techo koenzy-
m3 ve stechiometrickych mno2stvich by bylo pfi1l13 né&kladné. Elektrochemickd regenerace
je totiZz nesluéitelnd s mnoba biochemickymi systémy, md nizkou selektivitu a vyZadovala
by sloZitou aparaturu, navic se elektrody velmi rychle opotfebovévaji. Také chemicks a
fotocnemické regenerace mé omezenou pou2itelnost. v bilochemickych systémech’ a dals{ ne-
dostatky /nizkd rychlost a vyt&2ek a v pifipadé fotochemické regenerace'jeSté omezena
stabilita systému 2 sloZita aparatura/. Cenovou nevyhodu pou2iti izolovanych enzymd od=-
stranuje pou?it{ permeabilizovanych mikrobidlnich bunik jako zdroje enzym& redukujfcich
nikotinamidadenindinukleotidfosfat. AZ dosud byly k tomuto Gtelu pouZivény pfisné anaerob-—
ni mikroorganismy. Tak Eguchi S. Y. a8 sp. /Agric. Biol, CHEm. 47, 2941, 1983/ pouiivajf
methabogenn{ bakterie za pou?it{ mravenZanu nebo plynnéhc vodiku jako substratu s vytd2-
nost{ pfemény kolem 60 %. Matsunaga /Jap. pat. 86 56 090 z r. 1986/ dosahuje pfi pou-
?1t{ anaerobniho druhu Clostridium butyricum a tlaku piynného‘vodiku 10 MPa po 8 h
rovn&2 pouze 60 % konverze nikotinamidadenindinukleotidfosfétu v jeho redukovanou formu.
Préce s ptisn® anaerobnimi mikrovorganismy a pou?iti plynného vodiku pfedstavuje znacné
technologtcké komplikace.

Uvedené nedostatky odstraﬁuje zpisob pfipravy redukovaného nikotinamidadenindinu-
kleotidfosfatu podle vyndlezu, ktery spocivé v. tom, 2e se na nikotinamidadenindinukleo-
tidfosfat ve vhodném pufru pOsobf permeabilizovanymi bunkami kvasinek nebo kvasinkovi -
tych mikroorgenism& v pritomnosti fosfdtu a glukosy nebo jejiho endogenniho nebo exogen-
niho zdroje, napf. Skrobového sirupu, hydrolyzdtu celulozy nebo dieva. Velmi vyhodné je
pou2itl pfisludnikd rodd Saccharomyces Meyen ex. Reess, Candida Berkhout a Rhodotorula
Harrison. 5 vyhodou lze pou2it lisované pekafské dro2di nebo aktivni sudené droidi), déle
lisované krmné droZd{ a odpadni pivovarské nebo vina¥ské kvasnice. Zv1a3té vyhodné Je
pou?it{ bun2k Rhodotorula glutinis OBM 18, uloZené ve sbirce mikroorganismi Katedry bio-
chemie @ mikroblologie Vysoké %koly chemicko-technologické v Praze pod ¢{slem 18. Perme-
abilizované bunky mohou byt také imobilizovény.

Redukce nikotinamidadenindinukleotidfosfétu pomoci permeabilizovanych bungk kvasi-
nek a kvasinkovitych mikroorgantsmd podle vyndlezu se provad{i tak, Ze se bunky zvoleného
mikroorganismu pomno2{ v tekutém médiu obsahujfcim vedle vhodného zdroje uhliku a ener-
gle také édroje dusiku ve form& amonné soli, kvasni&ného extraktu /autolyzdtu/, peptonu
nebo Jiného pfirozeného zdroje tohoto prvku, déle hofe&naté a draselné tonty, fosfat a
sulfat, Bunky se odd&l{ od pomno¥ovaciho média, nejlépe odstied&nim, a podle potieby
promyJji vodou. Permeabilizace bun&k se dosédhne bud tfepanim s acetonem, toluenem nebo
Jinym rozpouitédlem, nebo pisobenim vhodné povrchov@ aktivni latky /napf.dodecylsulfé-
tu, cetyltrimethylamoniumbromidu ap./, nebo opakovanym zmraZenim a rozmraZovinim. Pro
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imobilizacl bungk se mG%e pouZit vhodny gel, jeko je polyakrylamid, genu-carrageenan,

epoxidovy polymer apod. Permeabilizace bunék mbZe byt aplikové&na pted jejich imobili-
zac{ nebo a% po ni.

Pteména nikotinamidadenindinukleotidfosfatu v jeho redukovanou formu probihsd v re-
akéni smési obsahujici{ 0,2 a2 30 mM nikotinamidadenindinukleotidfosfst, 0 a3 200 mm
Mg2+, 0 aZ 20 mM Zn2+, 0 a2z 8 % hmot. glukosy, 0,05 a% 6,5 % hmot metafosfétu nebo
ortofosfdtu a volné nebo imobilizované permeabilizované kvasinkové bunky v mnoZstvi 2
8% 120 mg bundZné suitny/ml reak&ni smdsi. Pro potladeni{ rozvoje kontaminace u opakova-
ng pouZivanych bun&k je mo%no ptidat azid sodny NaN3 v mno2stvi 0,1 a% 3 mmol/dm3 nebo
10 a2 300 mrnol/dm3 fluoridu sodného NaF, Substraty), aktivétory a inhibitory se rozpoudté-
J{ ve vhodném pufru o pH 7,5 8% 11,0, Reak&ni teplota se vol{ v rozmezi 10 a¥ 50°C.

Po prob&hnuti reakce se reak&nf kapalina odd&l{ od kvasiﬁkovych bunék, nap¥. odstte-
dénim, dekantaci nebo filtrac{ a izoluje se z ni ndkterym ze zndmych postupl redukovany
nikotinamidadenindinukleotidfosfét. Vyt&iky tohoto produktu p¥i pou2it{ rdznych druhd
kvasinek a8 kvasinkovitych mikroorganismi jsou uvedeny v tab, 1.

Pousije-l1 se zpdsob pripravy redukovaného nikot1nam1daden1ndlnukleotidfosfét&.podlé
vynélezu pro Jeho regeneraci pii preparativni redukct urtité sloudeniny pomoct oxidore-
dektasového enzymovéha systému, Jen? vyfaduje tento redukovany koenzym, volf se reakéni
sm2s vyhovujici{ této preparativni redukci a obsahujicf{ vy&e uvedené sloiky potiebné pro
redukcl nikotinamidadenindinukleotidfosfadtu. Po prob&hnuti reakce a odstrangni bundk se
z reak&ni smdsi 1zoluje 24&dany produkt. Permeabilizované kvasinkové bunky lze pou%it opa-
kovang. V nékterych pfipadech lze zbyvajic{ substrdt po izolaci %4daného produktu rovnd$
pouzit opakovan&, po obohaceni o potfebné sloky.

Vynédlez Je v daldim bliZe objasnZn na konkrétnich prikladech pti{pravy redukovaného
nikotinamidadenindinukleotidfosfétu za pou2it{ kvasinek a kvasinkovitych mikroorganismd.

Pfiklad 1

Rhodotorula glutinis DBM 1B se aerobnd kultivuje p¥1i 28 a3 30°C v prostiedf o pH 5,8
obsahujicim v 1 litru: 10,0 g glukesy, 5,0 g sudeného kvasniéného autolyzédtu 3 5,0 g enzy-
mowého hydrolyzdtu kaseinu. Po 16 h kultivace se bunky odsttedi, promy;j{ vodou a vysu§{
na vzduchu. Pak se permeabilizuii Etytnasobnym hmotnostnim mnoistvim vychlazeného acetonu,
po odstfedéni se aceton slije a jeho residua se odstrani proudem vzduchu. K reak&ni smési
10 mM nikotinamidadenindinukleotidfosfatu a 10 mm MgCly, 3% hmot. kyseliny metafosforedné
zneutralizované oomoc{ M NaOH, 5 % hmot. glukosy, 1 mM NaN5 v tris-HCl pufru o pH 10,0 se
pfidaji permeabilizované bunky v mnoistvi 30 mg bun&&né sudiny/ml a inkubuje se za mirné-
ho tiepanf 1,75 h pri 30°C. Bihem této doby dojde k pfemé&n B5 a% 98 % nikotinamidadenin-
dinukleotidfosfétu /NADPH/ v jeho redukovanou formu 2 pouze 0,2 a% 0,8 % se prem&ni v re-
dukovany nikotinemidadenindinukleotid /NADH/. Bunky se od reakfnf smisif odd®l{i centrifu-
gaci oft 600 a2 B0D g a mohou se pou%it pro dald{ podil reakéni smési, Ze supernatantu
se nékterym ze znadmych postupl 1zoluje redukoveny nikotinamidadenindinuklectidfosfat.
Z ogpadnich bundk lze jednoduchou extrakc{ ziskat provitamin A pro veterindrni{ dacely.

Priklad 2
Lisované pekafské dro¥di se vysu¥i na vzduchw pt1i teplot? do 33°C a imobilizuje za
§ucha do epoxidového polymeru diznového typu pfipravenégho z epoxidové pryskyfice a d&,
d-dtamtnopolyethylenoxidu podle postupu. VeruoviZe B. a sp. /AD &, 217 &57/. Polymeraéni
reakce probihé 8 h p¥t 35°C. Pak se ziskany heterogenn{ biokatalyz4tor, obsahujici 25 %
hmot, kvasni&né sudiny, rozkréji na krychliky o hrand cca 1 mm a trepe 15 min. s vychla-~
zenym acetonem. Pak se aceton slije, katalyzator se promyje 0,2 M tris-HCl pufrem o pH9,5
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38 pouiije pro reakéni{ smds obsahujic{i 5 mM NADP+, SmM MQC12, 1 mm NaN3, 0,1 m NaF, 3%

hmot. metafosfétu a 2 % hmot. glukosy v takovém mnoZstvi, aby bun&fnd sudina &inila
30 mg/ml, a inkubuje se za mirného michani 70 min pii 28°C. Po probshnuti reakce se
reakéni smés slije a biokatalyzator se pou2ije znovu ve stejném objemu reakenf{ smési
stejného sloZeni jako pfil prvnim pouZiti, av3ak s pridavkem glukosy v kone&né koncen-
tract 4 % hmot. .

Pfem&na nikotinamidadenindinukleotidfosfétu /NADP+/ v jeho redukovanou formu /NADPH/
pomoc:f Dermeabilizovan?ch'bunék rdznych ‘druhd kvasinek a kvasinkovitych mikroooganismd

potéat .konc. koneédné koncen- vytélek

PR reskent amgst TN IneTaus im1/ dons Jn/ WO trace o NAOPH
/m/ /min/
Rhodotorula glutinis DBM 18 ‘
pH 10,0 27 0,75 5 4,8 0,04 96,7
oH 10,0 27 1,5 10 8,0 ne- gs +/
pH 10,0 27 2,25 20 12,0 stano- 60,0+
pH 10,0 27 2,25 30 14,5 veno 48+/
Rhodotorula glutinis DBM 16
pH 9,0 24,1 1,0 5 . 4,5 0,07 89,1
Rhodotorula glutinis DBM 17
pH 9,0 24,2 1,0 5 4,0 0,05 79,4

Saccharomyces cerevisiae BTA
VII /lisov.pekafské dro2df,
Kolin/, pH 9,5 30 0,75 5 4,9 0,11 98,9

S.cerevisiae /d¥.S,uvarum,
pivovarskd kvasinka, Budvar/

pH 10,0 30 0,75 5 2,8 0,00 55,6+/
Candida utilis DFCHT 36
pH 10,0 30 8,75 5 2,2 0,22 43,5+/

+/ Konverze je3t& stoupd, nutno prodlou?it reakéni dobu
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l.

PREDMET VYNALEZU

Zpusob pEipravy redukovaného nikotaonamidadenindinukleotidfosfatu z nlkotlnamldd-
inukleotidfosfétu, vyznatujici se tim, 2e se na nikntLnamldadenindinukleotidfosfat
pusobi permeabilizovanymi bunkami pravych kvasinek nebo kvasinkovitych mikroorga=-
nism& v pt{tomnosti fosfatu, glukosy nebo jejiho vhodného endogenniho nebo exogen—
niho zdroje, poptipadé hote&natych a zineZnatych ilontd, pfi pH 7,2 a2 1l.

Zplsob podle bodu I, vyznatujici se tim, Ze se na nikotinamidadenindinukleotidfos-~
fat plsobf permeabilfzovanymi bunkami druhu Rhodotorula glutinis DBM 18,

Zpdsob podle bodu 1, vyznaéujici se tim, 2e se na nikotinamidadenindinukleotidfos-
fat pUsobi permeabilizovanymi bunkami lisovaného pekafského dro2df, aktivniho -su-
Zeného dro2di, lisovaného krmného dro2di, napiiklad Candida utilis nebo odpadnich
pivovarskych nebo vinatskych kvasnic, napfiklad Saccharomyces cerevisiae, Saccharo-
myces uvarum a Saccharomyces bayanus.

Zptsob podle bodu.l 8% 3, vyznacujiz{ se tim, 2e se na nikotinamidadenindinukleotid-
fosfst plsobi imobilizovenymi permeabilizovanymi bunkami, ‘

Zptisob podle bodu 1 a% 4, vyznaiujici se tim, Ze zdrojem glukosy je ikrobov¥y sirup
nebo hydrolyzat celulozy nebo dfeva,

Zpasob podle bodu 1 a% 3, vyznadujici se tim, e se redukce nikotinamidadenindinu-
kleotidfosf4tu provadi v pFitomnosti inhibitord rozvoje mikrobidlni kontaminace,
napfiklad azidu.sodnéhq nebo fluoridu socdnéha.

Zptsob podle hodw 1 a% 6, vyznaduijici se tim, Ze se redukce nikotinamidadenindinu-

kleotidfosfatu provadi bdhem preparativni redukce, vyZadujfc{ redukovany nikotin -
amidadenindinukleotidfosfét.
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