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3—hy@L0Aybut rratdehydrogenase. Das Ziel der Erfindung besteht darin,
ein kostengiinstiges Verfahren anzugeben, das ein Enzym hohex ’
spezifischer Aktivitit liefert. Die Aufgabe wird darin gesehern, durch
gichtung eines neuen Stammes auf bisher nicht verwendeten

Kulaur:ub straten das gewnschte Enzvm herzustellen. Das Wesen der
Erfindung besteht darin, den Stamm Pseudomonas putida entweder auf
Kultursubstraten zu zichten, bei deren Abbau Acetoacetat oder
'Hydroiju -vrat entsteht oder auf Substraten, die aus qeradkettlgen
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Titel der Erfindung

Verfahren zﬁr Hergtel lung von 3~Hydroxybutyratdehydrogenase

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von
3~Hydroxybutyratdehydrogenase, die in der klinisch-~chemischen
Diagnostik zur quantitativen Bestimmung von Ketonkdrpern ein-
gesetzt wird.

Cherakteristik der bekennten technischen LOsungen

Es ist bereits bekannt, 3-Hydroxybutyratdehydrogenage herzu-
stellen., Zu diesem Zweck ist es itblich, den Bakterienstamm
Rhodopseudomonags spheroides auf 3-Hydroxybutyrat als Kohlen-
stoffquelle zu ziichten, die Bakterien durch Zentrifugieren zu
separiereny aufzuschlieBen und den zellfreien Proteinextrakt,
der eine Ausgangsaktivitdt von ca. 0,1 /Qmol/min/mg Protein be=
gitzt, einer Protaminsulfatfdllung zwecks Entfernung der Nu-
cleinsduren zu unterwerfen. Nach fraktionierter Ammonsulfatfél-
lung wird die entsprechende Fraktion abgetrennt, gewaschen, in
Puffer gelost und mehrfach chromatografisch bis zu einer ZAkti-
vitdt von ca. 17 /ﬁmol/min/mg Protein gereinigt bzw. angerei-
chert (Literatur z. B, Ho U. Bergmeyer et al., Biochem. J.
(1967), 102, 423). Das geschilderte Verfahren hat den Nachteil, -
daB dag Endprodukt sehr teuer ist, insbesgondere wenn es gich um
stark angereicherte 3=Hydroxybutyratdehydrogenase handelt. Die
Ursache liegt nicht nur~in den aufwendigen Reinigungsoperationen
begriindet, sondern auch im hohen Preis des Kultursubstrats. Zin
welterer Wachteil ist darin zu sehen, daB die Aktivitdt des her-
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gestellien Enzyﬁs einen Wert von 17 = 20 /umollmin/mg Pretein
nicht Ubersteigt. Die Ursache liegt darin begriindet, daf der
‘verwendete Stamm Rhodopseudomonas spheroides nicht in der Lage
ist, ein Enzym mit hoherer Ausgangsaktivitdt als oben beschrie-
ben zu produzieren. '

Ziel der Erfindung

Die Erfindung hat das Ziel, ein Verfahren zur Enzymproduktion
enzugeben, das wesentlich kostenglinstiger ist als bisher be-
kannte und das. dariiberhinaus gestattet, ein Enzym mit wesent-
lich htherer spezifischer Aktivitdt herzustellen,

Darlegung des Wesgens der Erfindung

Die Erfindung hat die Aufgabe, wesentliche Merkmale der bisher
bekannten Verfahrensweise zu verdndern und durch den Einsatz
eines anderen Stemmes sowie anderer Kultursubstrate im Zusam-
menwirken mit einer neuen Technologie das gewlinschte Enzym
glinstig und mit hoher spezifisgcher Aktivitidt zur Verfiigung zu
stellen.

Die Aufgabe wird erfindungsgemiB dadurch geldst, daB das Bnzym
3=Hydroxybutyratdehydrogenase aus dem Stamm Pseudomonas putida
hergestellt wird. Die Stammhaltung geschieht bevorzugt asuf 2
%igem Bouillon-Agar bei 4 °C im Dunkeln. Die Kultivierung von
Pseudomonas putida erfolgt nach Beimpfen aus einer Vorkuitur
bei Temperaturen von 20 =~ 40 oC, vorzugsweise bei 30 °0, in
Submerskultur in einem fliissigen Minimalmedium.

Die Ziichtung wird erfindungsgéméﬁ auf C=Quellen durchgefiihrt,
bei deren Abbau Acetoacetat oder Hydroxybutyrat gebildet wird.
Solche C-Quellen sind ze B, D,L-Lysin, D,L-Leucin, D,I~Carnitin
We. 8e, dariiberhinaus geradkettige Kohlenwagserstoffe mit einer
Kettenlénge C¢ bis C,, oder FettsHuren von C, bis Coco Als N-
Quelle wird in den Fsllen NH 401 (\IH4)2SO4 0e dgle verwendet

in denen die C-Quelle nicht gleichzeitig als C= und N~Quelle

verwertet werden kann. Nach einer Wachstumszelt von 5 - 40
Stunden - je nach physiologischem Zustand und Menge des Impf-
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materials -'werden die Bakterien geerntet (z. Be. durch Zentri-
fugation), mit Phosphatpuffer gewaschen und anschlieBend in

_ zellfreien Rohextrakt verwandelt, was z. B. durch Ultraschall-
behandlung bei Temperaturen nahe dem Gefrierpunkt mit nach-

folgendem Zentrifugieren erfolgen kann. Das im zellfreien Roh-
extrekt enthaltene Enzym weist in Abhingigkeit von der C-Quel-
" le die in Tabelle 1 dargestellten spezifischen Aktivititen auf.

Durch fraktionierte Salzfdllung bzw. ~extraktion, ze B. mit
Ammoniumsulfat, wird das Enzym auf das 10 = 15fache angeérei-
chert. Dazu wird zweckmdBigerweise der Proteinrohextrakt ver-
dinnt und mit 70 % gesdttigtem Ammoniumsulfat der liberwiegende
Teil des Proteins gefdllt. Die gesamte Aktivitdt verbleibt
dabei im Sediment. Zur weiteren Anreicherung der 3-Hydroxybu-
tyratdehydrogenase wird der Rickstand nacheinander mit Ammo-
niumsulfatlosung, die jeweils 0,05 mol/l Tris enthdlt, bei

4 °C- und sinkender Konzentration an (I\TH4 2 4 fir jeweils 5
‘min geriihrt. Dag Enzym wird dabei in zunehmendem NaSe gelost.
Die Hauptmenge 16st sich im Konzentrationsbereich zw1gchen

35 % und 20 % gesdttigter Ammoniumsulfatlosunge. Das Enzym wird
durch Zugabe von Ammoniumsulfat bis auf eine Endkonzentration
von 50 % wieder ausgefallt.

Eine weitere Anreicherung des Enzyms ist an einem hydrophoben
Tragermaterial wie z. B. 10~Carboxydecyl-Sepharose wie folgt
moglich, Auf eine mit 10~Carboxydecyl-Sepharose gefiillte Siule
wird Enzym in 20 % gesdttigter Ammoniuméulfatlﬁsung gegebene
Nach Waschen mit Ammoniumsulfatltsung dieser Konzentration
wird mit 17 % gesitigtem Ammoniumsulfat fraktioniert eluiert,
In der ersten Praktion ist die spezifische Aktivitsdt auf deas
4fache, in der zweiten auf das 7fache gestiegen. Die Adsorp-
tion wird durch sir uktuvformlerende lonen wie PhOSphat, Cl—'
trat, Sulfat begilinstigt.

DaS‘erfindungqgemﬁﬁ hergestellte Enzym ist gut lagerfihig. Bei

spezifischen Aktivitdten von 10 - 20 /umol/mln/mg Protein sind
maximal folgende Fremdakt1v1taten nachwelsbar.
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Alkoholdehydrogenase <1 %
Malatdehydrogenase ¢ 0,02- %

Lactatdehydrogenase < 0,001 %

Es ist vorteilhaft, im Verfahrensschritt der Bakteriénzuch-
tung mit einem abgestuften Saverstoffdefizit zu arbeiten.

Die Erfindung soll nachstehend an 1 Ausfilhrungsbeispiel ndher
erlidutert werden. ’ '

- Ausfilhrungsbeispiel

Pseudomonas putida (PpG 6) wird bei 30 °C in Submerskultur in
. einem fliissigen llinimalmedium gezlichtet. Das Medium enthdlt
pro Liter: 6,97 g KQHPO4, 1,5 8 NaH2P04, 0,2 g MgSO4 e 7 H,0,
7,5 mg FeSO4 e T H;0, 0,75 mg MnSO4 o 4 Hy0, 0,75 mg ZnSO4 .

7 H0, 0,15 mg CuSO4 . 5 1,0, 0,15 mg CoCl, . 6 H,0 und 0,15
mg Borsdure. Als Impfsuspensionen dienen Vorkulturen, bei de-
nen dem flﬁssigen Minimalmedium Hefeextrakt (0,4 g/1) und Glu=
cose (10 g/1) zugesetzt wurden. Bei Kultivierung auf D,L-Car-
nitin wird dieses in einer Konzentration von 2 g/l als einzige
C- und N=Quelle eingesgetzt. Bei Kultivierung auf anderen C-
Quellen (10 g/1) wird'NH4Cl (3 g/1) als N-Quelle verwendet.
Nach einer Wachstumszeit von 15 Stunden werden die Bakterien -
durch Zentrifugieren geerntet, mehrfach mit Phosphatpuffer
(0,067 mol/1, pH 7,5) gewaschen und anschlieBend durch Ultra-
schallbehandlung bei 4 QC zerstdrte Der zellfreile Rohextrakt
wird durch Zentrifugieren gewonnen.

Dieser Proteinrohextrakt wird mit 0,067 mol/l Phosphatpuffer
(pH 8) verdinnt, bis ein Proteingehalt von 5 = 20 mg/ml er-
reicht iste Aug dieser ILosung wird bei 4 °C aurch Zugabe von
Ammoniumsulfat bis zu einer Endkonzentration von 70.-% Sdtti-
gung der liberwiegende Teil des Proteing gefdllt. Die gesamte
‘Aktivitét der 3-Hydroxybutyratdehydrogenase‘befindetisich im
Préazipitat, Nach Zentrifugieren wird das Sediment in Ammoniume
sulfatlosung (45 % Séttigung in 0,05 mol/l Tris) bei 0 °C sus-
- pendiert und anschliefend erneut zentrifugiert. Die gesambe
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" Aktivitdt verbleibt im Sediment. Der Riickstand wird zur wei-
teren Anreicherung mit Ammohivmsulfatlosungen (jeweils 0,05
mol/l Tris/HC1, pH 8, enthaltend) sinkender Konzentration bei
4 °C fir jeweils 5 min gerihrt. Dags Ehzym wird dabei in zu=-
nehmendem lale geltst, bevorzugt im Konzentrationsbereich
zwischen 35 % und 20 % gesdttigter Ammoniumsulfatlosung (sie-
he Tabelle 2). Das Enzym wird durch Zugabe von Ammoniumsulfat
bis auf eine Endkonzentration von 50 % Sdttigung wieder aug-
gefdllte. Nach Zentrifugieren wird das Enzym in 3,2 mol/l
Ammoniumsulfatlsung, pH 7, suspendiert und bei 4 °c gela=
gerte

Zu weiterer Anreicherung werden auf eine 2 ml-SZule mit 10~
Carboxydecyl-Sepharose bei 25 °C 1 ml der Enzymlésung in 20 %
gesdttigter Ammoniumsulfatldsung aufgetragen., Die spezifische
AktivitEt betrigt 11 /umol/min/mg Protein; Gesamtprotein 1,5
mge Die gesamte Aktivitdt verbleibt am Trdger. Nach Waschen
mit 10 ml Ammoniumsulfatlosung (20 %-Sittigung) werden nach-
einander jeweils 2 ml Ammoniumsulfatlosung (17 % Sdttigung)
auf die Sdule gegeben. In den erhaltenen 2 Fraktionen befin-
~det sich die gesamte Aktivitdt, jedoch nur 25 % des Proteins.
Die spezifische Aktivitit betrégt in der 1. Fraktion 41 /umol/
min/mg Protein (0,3 mg Protein), in der 2. Fraktion 80 /umell
nin/mg Protein (0,1 mg Protein).

Die Enzymsuspensionen sind in ges#ttigter Ammoniumsulfatlisung
lagerfdhig. Nach 6 lMonaten ist bei Aufbewahrung nahe 4 °¢ kein
ktivitédtsverlust an 3~Hydroxybutyratdehydrogenase'feststellm

bar.
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Tab. 1

Spezifische Aktivitst der B«Hydroxybutyratdehydrogenase im
Rohextrakt aus Pseudomonas putida nath Wachstum auf Aceto-
acetat=bildenden Kultursubstanzen

C-Quelle - 3-Hydroxybutyratdehydrogenase
: (/umol/min/mg Protein)

D,L-Hydroxybutyrat 3,5
D,L-Carnitin o . 2,0
D,I~Leucin . 3,6

D,L~Lysin o 0,8
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Patentanspriiche

1+ Verfahren zur Herstellung von 3~Hydroxybutyratdehydrogena=
se, dadurch gekennzelchnet daf der Stamm Pseudomonas puti=
" da gezlichtet wird und dabei C=Quellen elngesetzt werden, bei
deren Abbau Acetoacetat oder Hydroxybutyrat gebildet wird.

2. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, dal der

' Stamm Pseudomonas putida bei Temperaturen von 20 ~ 40 °C in
Submerskultur in einem flilssigen Minimalmedium gezlichtet
wird, nach einer Wachstumszeit von 5 = 40 Stunden die Bak-
terien separiert werden, in zellfreien Proteinextrakt iiber-
fihrt werden, aus dem das Enzym durch fraktionierte Ammon-

sulfatfillung abgetrennt wird und gegebenenfalls einer Rei-

nigung und/oder Anreicherung unterzogen wird.

3. Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekemnzeichnet, das
als C-Quellen, bei deren Abbau Acetoacetat oder Hydroxybu- .
tyrat entsfehen, D,L-Leucin, D,L-Iysin, D yL=Carnitin, ge-
radkettige Kohlenwasserstoffe der Kettenlange C6 big 010,
Fettsduren von 04 bis C16 eingesetzt werden,

4. Verfahren nach Punkt 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB
aus zellfreiem Rohextrakt allein durch fraktionierte Ammo-
nivmsulfatfdllung ein Enzym der spezifischen Aktivitdt 10 -
20 /umol/min/mg Protein hergestellt wird.

5« Verfehren nach Punkt 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, das
eine Anréicherung des Enzyms chromatografisch an einen
hydrophoben Trégermaterial wie 10-Carboxydecyl-Sepharose
0e dgles erfolgte

6, Verfahren nach Punkt 5, dadurch gekennzeichnet, daf das
Enzym bei hohen Konzentrationen von Sulfat, Phosphat oder
Citrat adsorbiert, bei abmehmender Konzentration dieser
Tonen eluiert wird.

T« Verfahren nach Punkt 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB
im Verfahrensschrltb der Bakterienziichtung mit einem abge=
stuften Sauerstoffdefizit gearbeitet wird.
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